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Abstract (english)

Introduction: Regulation of renal solute and water transport by the antidiuretic hormone
arginine vasopressin (AVP) contributes essentially to extracellular fluid homeostasis.
Emerging evidence further suggests that AVP, together with renal hypoxia, contribute to
the development of renal disease, but the effects of AVP on renal oxygen levels have
not been determined. The hypothesis of the present study was that activation of AVP-
signaling reduces medullary oxygen availability and causes activation of hypoxia-

inducible gene expression.

Methods: Adult AVP-deficient Brattleboro rats (n = 26) and age-matched Sprague
Dawley rats (n = 10) were randomized to treatment with the V2 receptor agonist
desmopressin (dDAVP, 5 ng/h for 3 d) or its vehicle via osmotic minipump. Blood
pressure was measured in a subset of Brattleboro rats using tail plethysmography (n =
5 for dDAVP and vehicle treatment, respectively). Brattleboro and Sprague Dawley rats
for morphological studies (n = 5 per rat strain and treatment) received an intraperitoneal
injection of pimonidazole (60 mg/kg) 30 min before perfusion fixation on day 3. Hypoxic
areas of the kidney were identified by immunostaining for pimonidazole or the hypoxia-
inducible transcription factor-1a (HIF-1a). Regulation of established HIF-target genes

was studied by Affymetrix microarray analysis (n = 3 per group).

Results: Treatment of Brattleboro rats with dDAVP caused a significant reduction of
urine output (24 + 8 ml/7 h for dADAVP- vs. 68 + 37 ml/7 h for vehicle-treated animals; p
< 0.05) and a concomitant increase in urine osmolality (853 + 257 mOsm/kg for dDAVP-
vs. 382 + 303 mOsm/kg for vehicle-treated animals; p < 0.05). Blood pressure was
elevated at d3 (134 £ 11 mm Hg for dDAVP- vs. 119 + 6 mm Hg for vehicle-treated
animals; p < 0.05). Staining for pimonidazole and HIF-1a was detected in the medulla of
dDAVP-treated Brattleboro and Sprague Dawley rats whereas staining in the respective
control animals was weak or absent. Gene expression analysis revealed significant
enrichment of known HIF-target genes in dDAVP-treated Brattleboro rats (p = 2.6*10%").
Regulated products included insulin-like growth factor binding proteins 1 and 3,

angiopoietin 2, fibronectin, cathepsin D, hexokinase 2 and cyclooxygenase 2.

Conclusion: Chronic activation of the renal urine concentrating mechanism by AVP

causes a marked decline of medullary oxygen levels and an upregulation of hypoxia-
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inducible gene expression. These findings provide a mechanistic link between AVP-
mediated antidiuresis and hypoxia-induced kidney damage and establish AVP as a

permissive factor during the development of renal disease.



Abstrakt (deutsch)

Einleitung: Die Aktivierung renaler Elektrolyt- und Wassertransportprozesse durch das
antidiuretische Hormon (ADH) qilt als zentraler Mechanismus fur die Aufrechterhaltung
der Osmo- und Volumenhomoostase. Gleichzeitig gibt es Hinweise auf eine Rolle von
ADH bei der Entwicklung von Nierenerkrankungen. Der Effekt von ADH auf die renale
Oxygenierung wurde bisher nicht systematisch untersucht. In der vorliegenden Arbeit
soll die Hypothese getestet werden, dass eine Aktivierung des ADH-Signalweges zur
Reduktion der medullaren Oxygenierung und damit zur Aktivierung Hypoxie-

induzierbarer Genexpression fuhrt.

Methoden: Erwachsene ADH-defiziente Brattleboro Ratten (n = 26) und gleichaltrige
Sprague Dawley Ratten (n = 10) wurden nach dem Zufallsprinzip in Gruppen eingeteilt
und mittels osmotischer Minipumpe mit dem V2-Rezeptoragonisten Desmopressin
(dDAVP, 5 ng/h fur 3d) oder seinem Vehikel behandelt. In einer Teilmenge der
Brattleboro Ratten (n = 5 pro Gruppe) wurde der systolische Blutdruck mittels
Schwanzplethysmographie gemessen. Brattleboro Ratten und Sprague Dawley Ratten
erhielten fur morphologische Analysen (n = 5 pro Gruppe und Behandlung) 30 min vor
ihrer Toétung eine intraperitoneale Pimonidazolinjektion (60 mg/kg KG; n = 5 pro
Gruppe). Hypoxische Areale in der Niere wurden mittels immunhistochemischer
Markierungen fur Pimonidazol oder fiur den Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktor
1a (HIF-1a) identifiziert. Die Genexpression bekannter HIF-Zielgene wurde durch

Affymetrix-Microarray-Analysen untersucht (n = 3 pro Gruppe).

Ergebnisse: Die Behandlung mit dDAVP fuhrte bei Brattleboro Ratten zu einer
signifikanten Reduktion der Urinausscheidung (24 £+ 8 ml/7 h fur dDAVP- vs. 68 +
37 ml/7 h far Vehikel-behandelte Tiere; p < 0,05) bei gleichzeitigem Anstieg der
Urinosmolalitat (853 + 257 mOsm/kg fur dDAVP- vs. 382 + 303 mOsm/kg fur Vehikel-
behandelte Tiere; p < 0,05). Der Blutdruck war an Tag 3 erhoht (134 £ 11 mm Hg fur
dDAVP- vs. 119 + 6 mm Hg fur Vehikel-behandelte Tiere; p < 0,05). Ein Signal fur
Pimonidazol und HIF-1a fand sich in der Medulla von dDAVP-behandelten Brattleboro-
und Sprague Dawley Ratten. In den Kontrolltieren war das Signal schwach oder fehlte
vollstandig. Analysen der Genexpression zeigten in dDAVP-behandelten Brattleboro

Ratten einen signifikanten Anstieg bekannter HIF-Zielgene (p =2.6*10-21). Dazu



gehorten insulin-like growth factor binding proteins 1 und 3, Angiopoietin 2, Fibronectin,

Cathepsin D, Hexokinase 2 und Cyclooxygenase 2.

Schlussfolgerung: Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die chronische Stimulation der
renalen Urinkonzentrierung durch ADH zu einem deutlichen Rickgang der medullaren
Oxygenierung und einer Steigerung der hypoxie-induzierbaren Genexpression fuhrt.
Diese Ergebnisse weisen auf einen kausalen Zusammenhang zwischen ADH-
vermittelter Antidiurese und Hypoxie-induziertem Nierenschaden hin und weisen ADH

eine wesentliche Rolle in der Entstehung von Nierenerkrankungen zu.
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1. Einleitung

Eine konstante Osmolalitat der extrazellularen FlUssigkeit ist Voraussetzung fur die
normale Funktion von Saugetierzellen. Dies gilt insbesondere fur die Neurone des
zentralen Nervensystems. Hier flihren plétzliche Anderungen der Osmolalitat zu
Fehlfunktionen, welche sich in Verwirrtheit, Ubelkeit, Erbrechen und Stérungen des

Bewusstseins bis hin zum Koma manifestieren konnen.

Die Regulation der Osmolalitat der extrazellularen Flussigkeit erfolgt durch ein
komplexes Zusammenspiel mehrerer Organsysteme und unterliegt der zentralen
Kontrolle durch osmosensible Neurone im Organum vasculosum der Lamina terminalis
und in angrenzenden hypothalamischen Arealen. Bei steigender Osmolalitat generieren
diese Neurone Signale, welche zu einer Aktivierung zentraler Durstzentren fuhren.
Gleichzeitig werden Uber eine Freisetzung des antidiuretischen Hormons (ADH) aus
dem Hypophysenhinterlappen Mechanismen in Gang gesetzt, welche in ihrer
Gesamtheit dazu dienen, die Wassermenge im Korper zu erhdhen. Zentrales Zielorgan
fur das ADH-Signal ist die Niere. Hier fihrt ADH in einem komplexen Mechanismus zu
einer gesteigerten Wasserresorption aus der Tubulusflissigkeit und damit zu einer

Konzentrierung des Urins.

Eine Storung der ADH-vermittelten Harnkonzentrierung fuhrt zum Krankheitsbild des
Diabetes insipidus, welches sich mit einer erhdhten Ausscheidung von freiem Wasser
und einer daraus resultierenden Erhdéhung der Plasmaosmolalitdt manifestiert. Eine
unkontrollierte Aktivierung von ADH fuhrt zu einer Hyponatriamie und tritt zum Beispiel
beim Syndrom der inadequaten Antidiurese auf. Neuere Daten weisen zusatzlich auf
eine Rolle von ADH bei der Pathogenese der arteriellen Hypertonie, dem kardiorenalen
Syndrom, der Kontrastmittelnephropathie und der diabetischen Nephropathie hin (1-4).
Ein modglichst umfassendes Verstéandnis der komplexen Mechanismen der ADH-
vermittelten Harnkonzentrierung konnte daher auch zu einem besseren Verstandnis
dieser Erkrankungen und zur Entwicklung neuer, Mechanismus-basierter

Therapiemoglichkeiten beitragen (5; 6).



1.1 Grundlagen der Osmorezeption

Die Osmorezeption basiert auf der Reaktion osmosensibler Neurone auf der Bildung
eines osmotischen Gradienten zwischen intra- und extrazellularem Raum. Steigt die
Osmolalitat im Blut, kommt es zum Wasserausstrom aus der Zelle und damit zu einem
Schrumpfungsprozess. Es wird vermutet, dass die = Osmorezeptoren
Mechanorezeptoren sind, die primar auf die Dehnung der Zellmembran reagieren. Bei
Stimulation nimmt die Leitfahigkeit der Membran flr Kationen unselektiv zu.
Verantwortlich hierfur sind wahrscheinlich Mitglieder aus der Familie der transient
receptor potential vanilloid- Kanalproteine. Der Einwartsstrom von Kationen fuhrt zu
einer Depolarisation und schlieBlich zur Ausbildung eines Aktionspotentials. Die
osmosensitiven Neurone projizieren u.a. auf ADH-bildende Zellen in den Nuclei
supraopticus und paraventrikularis (7). Die renalen Effekte von ADH werden durch V1a
und V2 Rezeptoren vermittelt. V1a-Rezeptoren sind dabei hauptsachlich in Gefallen
und in den Glomeruli lokalisiert und bewirken eine Vasokonstriktion. Die G-Protein
gekoppelten V2-Rezeptoren werden epithelial im dicken aufsteigenden Ast der Henle
Schleife (TAL), im distalen Konvolut (DCT), im Verbindungstubulus (CNT) und im
Sammelrohr (CD) exprimiert (8) und sind flr die antidiuretische Wirkung von ADH

verantwortlich.

1.2 ADH und der Harnkonzentrierungsmechanismus

Der Prozess der Harnkonzentrierung ist eine Leistung der renalen Medulla und erfordert
das Zusammenwirken verschiedener epithelialer und vaskularer Strukturen (Abb. 1).
Durch die enge radumliche Nahe von absteigendem und aufsteigendem Schenkel der
Henle Schleife wird ein Austausch von Soluten und Wasser begunstigt. NaCl, welches
im Interstitium angereichert vorliegt, wird dabei vom Pars descendens des
Intermediartubulus (DTL) passiv aufgenommen. Angetrieben vom osmotischen
Gradienten zwischen Tubuluslumen und medulldarem Interstitum kommt es im DTL
auch zu einer Resorption von Wasser. Dieser Prozess wird durch Expression von
Aquaporin 1 (AQP1) und die damit verbundene, konstitutiv hohe Wasserpermeabilitat
des DTL begunstigt. Durch die beschriebenen differentiellen Transportprozesse nimmt
die Salzkonzentration im Verlauf des DTL zu und erreicht am Scheitelpunkt der Henle
Schleife ein Maximum. Mit Ubergang in den Pars ascendens des Intermediartubulus

(ATL) sistiert die Expression von AQP1 wodurch die Wasserpermeabilitdt des Epithels
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drastisch reduziert wird. Die Zusammensetzung der Tubulusflussigkeit bleibt dadurch im
Verlauf des ATL relativ konstant. Im anschlieRenden TAL kommt es dann durch einen
sekundar aktiven Transportprozess zur Rickresorption von NaCl. Dieses akkumuliert im
medullaren Interstitium und erzeugt damit den notwendigen Gradienten fiir die oben
beschriebenen Transportprozesse. Die Resorption von NaCl im TAL erfolgt zum
Uberwiegenden Teil durch die Aktivitat des Furosemid-sensitiven Na*-K*-2Cl-
Kontransporters (NKCC2) in der apikalen Membran der Zellen. Treibende Kraft fur
diesen Transportprozess ist der elektrochemische Gradient fir Na*, welcher durch die
Arbeit der Na*/K*-ATPase in der basolateralen Membran aufgebaut wird. Das dafur
bendtigte Adenosintriphosphat (ATP) wird durch Mitochondrien bereitgestellt, welche
sich in groer Zahl im basolateralen Labyrinth der TAL-Zellen befinden. Die effektive
Trennung von Wasser und Salz wird weiterhin durch eine extrem niedrige
Wasserpermeabilitat des TAL unterstiutzt, welche aus wasserdichten Zell-Zellkontakten

und dem Fehlen von Aquaporinen resultiert.

Abb. 1: Schematische Dar-
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Im Anschluss an den TAL gelangt der Urin in den DCT, den CNT und den CD. Hier
werden dem Harn Uber den Thiazid-sensitiven Na*-Cl-Kotransporter (NCC) und den

epithelialen Natriumkanal (ENaC) weiter Salz entzogen und der Urin damit verdinnt.

Die endgultige Regulation der Wasserausscheidung erfolgt im CNT und CD. Der apikale
Eintrittsweg fur Wasser ist dabei abhangig von AQP2, welches in Abwesenheit von ADH
in Speichervesikeln der Hauptzellen lokalisiert ist und unter Einfluss von ADH in die
apikale Zellmembran integriert wird. Die Signaltransduktionskaskade von ADH
beinhaltet eine Aktivierung von Adenylatzyklase 6 mit resultierendem Anstieg von
zyklischem Adenosin Monophosphat (CAMP) und eine Aktivierung von Proteinkinase A.
Diese phosphoryliert AQP2, welches daraufhin aus intrazellularen Speichervesikeln in
die apikale Zellmembran eingebaut wird. Erst wenn sich sowohl apikal AQP2 als auch
basolateral AQP 3 und 4 in der Zellmembran befinden, ist die Zelle wasserdurchlassig
und der Harn wird konzentriert. Das Interstitium in der aufderen Medulla ist mit dem
NaCl aus dem TAL angereichert, wodurch dem Urin, dem osmotischen Gradienten

folgend, im CD Wasser entzogen wird.

Ein weiterer Mechanismus zur Maximierung der Harnkonzentrierungsfahigkeit beruht
auf einer differentiellen Permeabilitat der Nephronepithelien fur Harnstoff. Harnstoff wird
im Glomerulus frei filtriert und im proximalen Tubulus durch Resorption von Wasser und
Soluten aufkonzentriert. Das Epithel des DTL weist durch Expression des
Harnstofftransporters UTA2 eine hohe Permeabilitat fir Harnstoff auf. Dem
Konzentrationsgradienten zwischen Interstitium und Tubulusharn folgend kommt es hier
zu einem Ubertritt von Harnstoff aus dem Interstitum in das Tubuluslumen. Die
anschlielfenden Nephronsegmente weisen nur eine geringe Harnstoffpermeabilitat auf,
wodurch dieser im Tubuluslumen akkumuliert. Erst im Bereich des distalen
Sammelrohrdrittels in der inneren Medulla finden sich ADH-regulierte UTA1
Harnstofftransporter, durch welche Harnstoff nun vom Sammelrohrlumen ins Interstitium
ubertreten kann. Hier reichert er sich an und verstarkt dadurch den osmotischen
Gradienten und damit die  Wasserresorptionskapazitat. Die  maximale
Harnkonzentrierung findet also ADH-abhangig in der inneren Medulla statt
(Ubersichtsarbeit 10).
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1.3 Die medullare GefaBversorgung

Der renale Blutfluss betragt ca. 20% des Herzzeitvolumens, die dullere Medulla erhalt
davon jedoch nur etwa 7% und die innere Medulla 1%. Nur das Blut aus den Vasa
efferentia der juxtamedullaren Glomeruli dient Uber die Vasa recta der Versorgung der
Medulla (Abb. 2).

Abb. 2: Schema der Gefallversorgung
des Nierenparenchyms. Die arteriellen
Gefale sind rot, die Kapillaren grau, die
venodsen Gefalde blau. 1 und 1' = A. und
V. arcuata; 2 und 2' = A. und V. corticalis
radiata; 3 = A. afferens; 4 = Glomerulus;
5 = A. efferens; 6 = A. efferens eines
juxtamedulldaren Nierenkorperchens; 7
und 7' = arterielle und vendse Vasa
recta;, 8 = V. stellata. ,AS“ Auflen-
streifen. ,IS* Innenstreifen (Graphik aus
(9), Seite 766).

Cortex

AuRere
Medulla

Innere
Medulla

Die Architektur der Vasa recta begunstigt eine effektive Harnkonzentrierung und
verhindert ein Auswaschen interstitiell angereicherten Osmolyte. Die aufsteigenden und
absteigenden Vasa recta liegen in enger raumlicher Nachbarschaft, wodurch sich ein
weiteres Gegenstromsystem bildet. Die Gefallwande sind permeabel flir Wasser, NaCl
und Harnstoff. Das in den absteigenden Vasa recta befindliche Blut ist im Vergleich zum
umgebenden Interstitium hypoosmotisch. Dadurch stromt NaCl in das Lumen und
reichert sich dort an. In den aufsteigenden Vasa recta ist die Salzkonzentration dadurch
immer etwas hoher als in den absteigenden Vasa recta auf gleicher Héhe. Da die
Gefallwande salzpermeabel sind, diffundiert NaCl vom aufsteigenden in den
absteigenden Ast. Durch diesen Mechanismus wird der perfusionsbedingte Verlust

osmotisch aktiver Teilchen minimiert.
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Harnstoff wird Gber ein dahnliches System im Nierenmark gehalten. Auch Harnstoff bildet
entlang der arteriellen und vendsen Vasa recta einen Konzentrationsgradienten mit
steigender Konzentration in Richtung des inneren Nierenmarks. Der im letzten
Sammelrohrdrittel ADH-abhangig ins Interstitium Ubergetretene Harnstoff gelangt Gber
aufsteigende Vasa recta vom inneren Bereich des Nierenmarks in die aul3ere Zone, wo
es durch Diffusion in absteigende Vasa recta Ubertritt und dadurch wieder dem Strom in
Richtung Nierenmark folgt. Teilweise gelangt so der Harnstoff durch den engen Kontakt
zwischen Vasa recta und den DTLs erneut in das Tubuluslumen und reichert sich dort
an (Ubersichtsarbeit 10).

Die Anatomie des vaskularen Gegenstromsystems bedingt auch eine Angleichung der
Sauerstoffpartialdricke (pO.) zwischen absteigenden und aufsteigenden Vasa recta,
wodurch der Sauerstoffzustrom in die Medulla abnimmt. Ein weiterer Shunt-
Mechanismus im Bereich der Vasae arcuatae bis hin zu den Interlobulargefalen
schrankt die medullare Sauerstoffzufuhr zusatzlich ein (11). Begunstigt wird dieser
Shunt-Mechanismus durch den engen Kontakt zwischen Arterien und Venen und dem
kapillarahnlichen Wandaufbau der vendsen Gefalde (12). Eine weitere Reduktion des
medullaren Blutflusses wird durch die ADH-abhangige Vasokonstriktion der afferenten
Arteriolen juxtamedullarer Nephrone und der absteigenden Vasa recta ausgelost. Diese

Effekte werden sowohl durch V1a- als auch durch V2-Rezeptoren vermittelt (13-18).

1.4 Harnkonzentrierung unter dem Gesichtspunkt des Engergieverbrauchs

Der Energiebedarf der Niere resultiert zum groften Teil aus den unterschiedlichen
tubularen Transportprozessen und wird durch die Aktivitat der Na'/K*-ATPase
determiniert (Ubersichtsarbeit 19). Den groten Anteil am renalen Sauerstoffverbrauch
hat dabei der medullare TAL (20). ADH fuhrt hier Gber eine Aktivierung von V2-
Rezeptoren (Abb. 3) zu einer kraftigen Steigerung der transephithelialen NaCl-
Resorption (8; 21; 22) und damit zu einer Steigerung des ATP- und Sauerstoffbedarfs.
Auch in den nachgeschalteten Tubulussegmenten von DCT, CNT und CD fihrt ADH
uber eine Aktivierung von NCC und ENaC zu einer gesteigerten Na*-Reabsorption und
damit zu einem erhdhten Sauerstoffverbrauch (23). Eine Stimulation des V2-Rezeptors
fuhrt zudem mittelfristig zu einer de-novo Synthese von Transportern und

Kanalproteinen wie NKCC2, NCC, ENaC, UTA2 Harnstofftransporter und Aquaporinen
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(24-26). Indirekt stimuliert ADH auch die ATP-abhangige Synthese von organischen
Osmolyten und Prostaglandinen in epithelialen und interstitiellen Zellen (27-29). Bei
chronischer Aktivierung des ADH-Signalweges lassen sich insbesondere im
Innenstreifen bzw. dem dort lokalisierten TAL Wachstumsprozesse mit einer Steigerung
des Zellvolumens und der Mitochondrienzahl nachweisen (30). Trinh-Trang-Tan et al.
zeigten, dass in Brattleboro Ratten unter chronischer ADH-Behandlung die Aktivitat der
Na*/K*-ATPase im medullaren TAL zunahm (31). Insgesamt fihren diese
morphologischen Veranderungen unter chronischer V2-Rezeptorstimulation zu einer
Steigerung der Resorptionskapazitat im TAL sowie zu der damit verbundenen

Steigerung des Energieverbrauchs.

Rat Mouse Human

Abb. 3: Schematisches Verteilungs-
muster der V2-Rezeptor-mRNA
entlang des Tubulussystems bei
Mausen, Ratten und Menschen.
Aulenstreifen ,AS“ und Innen-
streifen  ,IS*.  Tubulussegmente
kirzen sich folgendermalRen ab:
medullarer und corticaler dicker
aufsteigender Schleifenschenkel
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cales und medullares Sammelrohr
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Intensitat. Griin: moderate Intensitat.
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Zusammengefasst steigert ADH im TAL die aktive NaCl-Resorption, sowie im CNT und
im CD die Wasserpermeabilitdt, die Harnstoffpermeabiliat und den Natriumtransport.
Mechanismen hierflr liegen in der Steigerungen von Transportaktivitat, Proteinsynthese
und Wachstumsprozessen als stark energieverbrauchende Prozesse. Die Folge ist ein
erhohter Sauerstoffbedarf. Dem gegenuber steht die eingeschrankte Blutversorgung der

Medulla, die unter dem Einfluss von ADH weiter abnimmt.
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1.5 HIF: Hypoxie als Regulationsmechanismus der Proteinsynthese

Hypoxie-induzierbare = Transkriptionsfaktoren  (HIFs) sind ein  wesentlicher
SchlUsselfaktor bei der Hypoxie-regulierten Proteinsynthese. Unter HIF versteht man
Transkriptionsfaktoren, die mit ihren mehreren hundert direkten und indirekten
Zielgenen hauptsachlich fur die Reaktion des Organismus auf einen verminderten pO.
verantwortlich sind. Klassische Zielgene sind zum Beispiel beteiligt an Erythropoese,
Eisenstoffwechsel, Angiogenese, Entzlindungsreaktionen, Energiestoffwechsel,

Zellproliferation und Apoptose.

Der aktive HIF-Transkriptionsfaktor besteht aus einer konstitutiv exprimierten [3-
Untereinheit und einer von 3 hypoxieabhangigen HIF-a Untereinheiten (HIF-1, HIF-2,
HIF-3), die unter Normoxie abgebaut werden bevor es zu einer Dimerisierung kommen
kann. Erst bei Sauerstoffmangel kommt es zu einer Stabilisierung der HIF-a
Untereinheiten und zur Bildung von aktiven Heterodimeren. Der wahrscheinlich
wichtigste Regulationsmechanismus fir die HIF-Aktivitat l1auft Gber das von Hippel-
Lindau Tumorsuprressorgen (VHL) beziehungsweise dessen Genprodukte. Das VHL-
Protein (pVHL) ist Teil des E3-Ubiquitin-Ligasekomplexes. Damit HIF-a von VHL
gebunden werden kann, muss es an verschiedenen Prolylresten hydroxyliert werden.
Diese Reaktion wird in Abhangigkeit von molekularem Sauerstoff durch sogenannte
HIF-Prolylhydroxylasen katalysiert. Nach Bindung an pVHL werden die HIF-a Molekule
ubiquitinyliert und damit dem proteasomalen Abbauweg zugefuhrt. Findet aufgrund von
Sauerstoffmangel keine Hydroxylierung von HIF-1a statt, kommt es zu einer
Stabilisierung des Proteins und zu einer Dimerisierung mit HIF-1p3. Der Proteinkomplex
rekrutiert weitere Kofaktoren, transloziert in den Zellkern und aktiviert hier durch die
Bindung an Hypoxia response elements (HRE) innerhalb des Promotors bzw.

Enhancers die Transkription seiner Zielgene (Ubersichtsarbeit 32).

1.6 Das Tiermodell

Die Nierenfunktion wird durch vielfaltige interagierende Mechanismen gesteuert. Das
Studium isolierter ADH-Effekte im gesunden Tier ist daher mit gro3en Schwierigkeiten
verbunden. So fihrt z.B. ein Wasserentzug im Durstversuch zu einer rapiden
Volumendepletion der Tiere und dadurch zu einer starken Aktivierung des Renin-

Angiotensin-Aldosteron-Systems. Weiterhin weisen Nagetiere eine hohe basale ADH-
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Aktivitat auf und konzentrieren ihren Urin bereits unter Kontrollbedingungen erheblich.
Eine Moglichkeit zur Umgehung dieser Schwierigkeiten besteht in der Verwendung von
ADH-defizienten Tiermodellen wie zum Beispiel der Brattleboro Ratte. Diese Tiere
weisen eine Mutation des ADH-Gens auf, welche eine Sekretion des Hormons
verhindert. Dadurch entsteht bei den Tieren das Vollbild eines angeborenen zentralen
Diabetes insipidus mit Polyurie und erhdhter Plasmaosmoilalitat. In der Originalarbeit zu
diesem Tiermodell von Valtin & Schroeder wurde bereits 1964 eine deutlich erhdhte
Wasseraufnahme und Urinausscheidung bei erniedrigter Urinosmolalitat beschrieben
(33). Die peripheren Rezeptoren fur ADH und die nachgeschalteten
Signaltransduktionskaskaden sind nicht beeintrachtigt und kdnnen pharmakologisch
zum Beispiel durch die Gabe des synthetischen V2-Rezeptoranalogons Desmopressin
(1-desamino-8-D-Arg-vasopressin; dDAVP) gezielt stimuliert werden. Die Applikation
von dDAVP mittels osmotischer Minipumpe ermdglicht zudem einen konstanten Spiegel
und damit eine hohe interindividuelle Vergleichbarkeit. Durch praferentielle Stimulation
des V2-Rezeptors ist es aullerdem maoglich, die epithelialen Effekte von ADH in den
Vordergrund zu stellen. Zur besseren Interpretierbarkeit der Resultate wurden die

Versuche parallel mit genetisch unveranderten Sprague Dawley Ratten durchgefuhrt.

1.7 Herleitung einer Aufgabenstellung

Die Regulation der Osmolalitat der extrazellularen Flissigkeit durch die ADH-abhangige
Modulation der freien Wasserclearance gehort zu den zentralen Aufgaben der Niere.
Die Bildung eines konzentrierten Harns erfolgt dabei in einem koordinierten Prozess,
welcher die Synthese und Aktivierung von medullaren Salz- und Harnstofftransportern
und von wassertransportierenden Aquaporinen beinhaltet. Sowohl fir die
Proteinbiosynthese als auch fur den Salztransport werden dabei gro3e Mengen ATP
bendtigt, welches unter Sauerstoffverbrauch durch oxidative Phosphorylierung erzeugt
werden muss. Gleichzeitig reduziert ADH durch Vasokonstriktion der zufihrenden
GefalRe die medullare Perfusion, sodass einem vermehrten Sauerstoffbedarf ein
reduziertes Angebot gegenubersteht. Die Auswirkung von ADH auf die medullare
Sauerstoffversorgung wurde bisher nur unzureichend charakterisiert. In der hier
vorliegenden Arbeit sollte daher die Hypothese Uberprift werden, dass es in Folge der

Wirkung von ADH zu einer Hypoxie medullarer Strukturen kommt. Dazu wurden ADH-
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defiziente Brattleboro Ratten und Sprague Dawley-Kontrollratten fur drei Tage mit dem
ADH-analogon dDAVP behandelt um die Harnkonzentrierung zu induzieren. Die
Detektion von Strukturen mit niedrigem pO. sollte unter Verwendung des Hypoxyprobe
Kits in einem immunhistochemischen Verfahren erfolgen. Parallel dazu sollte der Effekt
von dDAVP auf die nukleare Akkumulation des Hypoxie-sensitiven Transkriptionsfaktors
HIF-1a untersucht werden. Zur Uberpriifung der funktionellen Relevanz der erhobenen
Befunde sollte weiterhin der Einfluss von ADH auf die medullare Expression bekannter

HIF-Zielgene durch Affymetrics Microarray Genexpressionsanalyse untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Behandlungsprotokoll

Alle Tierversuche wurden entsprechend den Vorschriften der Tierschutzbehdrde von
Berlin  (LAGESO; Tierversuchsgenehmigungen G006-02/05 und G0285/10)
durchgefuhrt. Brattleboro Ratten (n=26) und Sprague Dawley (n=10) Ratten wurden den
lokalen Kolonien in der FEM Tierversuchseinrichtung der Charité-Universitatsmedizin
Berlin enthommen. Die lokale Kolonie von Brattleboro Ratten geht auf Zuchtpaare
zurick, welche von Harlan Winkelmann (USA) bezogen wurden. Die Mutation im ADH-
Gen wurde durch Inzuchtkreuzung konserviert. Zusatzlich erfolgte der gleiche
Versuchsaufbau mit genetisch unveranderten Sprague Dawley Ratten. Fur alle hier
beschriebenen Versuche wurden erwachsene mannliche Ratten verwendet um
zyklusbedingte hormonelle Fluktuationen auszuschlieen. Das Mindestalter der Tiere
lag bei 8 Wochen (Korpergewicht zwischen 200-400g). Die Tiere hatten zu jedem
Zeitpunkt freien Zugriff auf Trinkwasser und Standardfutter. Die Etablierung der
Pimonidazolfarbung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. C. Rosenberger (Medizinische
Klinik mit Schwerpunkt Nephrologie, Charité-Universitatsmedizin Berlin) an adulten
mannlichen C57/BI6 Mausen (n = 3; Charles River, Sulzfeld, Deutschland).

Alle Brattleboro Ratten wurden nach dem Zufallsprinzip in 6 Gruppen eingeteilt (jeweils
n = 5 pro Gruppe flr morphologische Studien und Blutdruckmessungen, n = 3 pro
Gruppe fur Microarray-Analysen) und mit dDAVP (Sigma-Aldrich, Deutschland) oder mit
dessen Vehikel behandelt. Die Applikation von dDAVP erfolgte fur 3 Tage mittels
subkutan implantierter osmotischer Minipumpe (5 ng/h in isotonischer NaCl-Losung;
ALZET Modell 2001, Charles River, Sulzfeld, Deutschland). Die Dosis wurde in
Anlehnung an bereits publizierte Arbeiten gewahlt (34; 35). Vehikelbehandelte Tiere
dienten als Kontrollen. An Tag 3 wurde Urin in Stoffwechselkafigen Uber einen Zeitraum
von 7 h gesammelt. Im Anschluss wurden die Tiere entweder perfusionsfixiert oder
ohne weitere Behandlung getdtet. Bei den flr die Herstellung der Complementary
Desoxyribonukleinséure (cDNA) und Proteinbiochemie vorgesehenen Tieren wurden
zusatzlich vor der Totung 2 ml Blut aus der Vena cava entnommen und mit Heparin

versetzt. AnschlieBend wurden die Nieren enthommen und mit einer sterilen
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Rasierklinge in Cortex und Medulla aufgeteilt. Das Gewebe wurde in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Tiere, die fur die Perfusionsfixierung vorgesehen waren, erhielten 30 min vor ihrer
Tétung eine intraperitoneale Injektion mit Pimonidazol (60 mg/kg Kérpergewicht). Die
Dosierung entspricht der Empfehlung des Herstellers (Hypoxyprobe™-1 Kit for the
Detection of Tissue Hypoxie, Chemicon International, USA & Canada). Optimale

Inkubationszeiten wurden in Vorversuchen etabliert.

2.2 Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung erfolgte mittels Schwanzplethysmographie an wachen Tieren.
Um eine stressbedingte Verfalschung zu minimieren, wurden die Tiere vorher an die
Prozedur fur je 2 h an 3 aufeinanderfolgenden Tagen gewdhnt. Fur die eigentliche
Messung wurden am Ende des dritten Tages 30 Einzelmessungen durchgefuhrt und
gemittelt. Parallel wurde die Pulskurve Uberwacht und artefaktbedingte Verzerrungen

der Messergebnisse verworfen (36).

2.3 Blut- und Urinanalysen
Alle Blut- und Urinanalysen erfolgten im Zentrallabor der Charité.

2.4 Gewebeaufbereitung

Far Vorversuche zur Immersions- und Perfusionsfixierung bei Pimonidazolfarbung
erhielten adulte C57/BL6-Mause 30 min vor ihrer Tétung eine intraperitoneale Injektion
mit Pimonidazol (60 mg/kg Kérpergewicht in isotonischer NaCl-Lésung). Nach 30 min
wurde das Abdomen der Tiere durch eine mediane Laparotomie erdffnet und die
Praparationsschritte fur die Perfusionsfixierung wie oben beschrieben durchgefuhrt. Vor
Beginn der Perfusion wurde der rechte Nierenstiel mit einem Faden abgebunden. Die
Niere wurde entnommen, geteilt und in einer 300 mOsm Saccharoselésung entweder
bei 4 °C oder bei 37 °C fur 4 min inkubiert. Die linke Niere wurde zunachst fur 30 s mit
der 300 mOsm Saccharoselosung durchspult und dann genauso wie die rechte Niere
behandelt. Nach der Inkubation wurden die Gewebestlicke in 3 % Paraformaldehyd
(PFA) in Phosphatpufferléosung (PBS) dberfihrt und Gber Nacht bei 4 °C fixiert.

AnschlielRend wurde ein Teil der Gewebestiicke eingefroren oder in Paraffin eingebettet.
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FUr die Hauptexperimente zur Untersuchung der Effekte von ADH auf die
Harnkonzentrierung und die damit assoziierte Oxygenierung der renalen Medulla
wurden Sprague Dawley und Brattleboro Ratten verwendet. Fir die Perfusionsfixierung
mit Kryopraparation und Paraffineinbettung wurden die Tiere mit Isofluran (Abbott,
Wiesbaden, Deutschland) und einer anschlieBenden intraperitonealen Injektion von
Pentobarbital (0,06 mg/g KG, FAGRON, Barsbuttel, Deutschland) narkotisiert. Es folgte
die Eréffnung des Abdomens durch eine mediane Laparotomie und die Freipraparation
der Aorta abdominalis. In diese wurde anschlieend ein Teflonschlauch (KRONLAB,
Dinslaken, Deutschland) eingeflhrt und mittels eines vorher platzierten Fadens fixiert.
Nach Erdffnung der Vena cava zum Druckausgleich erfolgte die Gewebefixierung mit
frisch angesetztem, 3 %igem PFA (Merck, Darmstadt, Deutschland) in PBS; bestehend
aus 8 g NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland), 240 mg KH,PO, (Merck, Darmstadt,

Deutschland), 1,78 g Na,HPO, (Serva Feinbiochemica, Heidelberg, Deutschland), und
200 mg KCI (Roth, Karlsruhe, Deutschland) in 1000 ml H2O 330 mosmol, pH 7,4) bei

220 cmH,0. AnschlielRend wurden die Nieren enthommen.

Fir die Kryokonservierung wurde das Gewebe uber Nacht in einer hochosmolaren
Saccharose (Merck, Darmstadt, Deutschland)-PBS-Lésung (800 mosm/kg in PBS,
pH 7,4) inkubiert. Die so vorbehandelten Gewebesticke wurden auf Styroporplattchen
aufgebracht und in stickstoffgekihltem Isopentan (Riedel-de Haen, Seelze,
Deutschland) eingefroren. Die anschliefende Lagerung erfolgte bei -80 °C. Fir die
Paraffineinbettung wurden die entnommenen Nieren in einer 3 %igen PFA-Saccharose-
PBS-Losung (330 mosm/kg in PBS, pH 7,4) Uber Nacht nachfixiert. Die Einbettung in
Paraffin erfolgte in einem automatisierten Verfahren in der Abteilung far

Kinderpathologie der Charité.

FUr Microarray-Analysen verwendete Brattleboro Ratten wurden nach erfolgter dDAVP-
oder Vehikelbehandlung getotet und ihre Nieren entfernt. Die duRere Medulla wurde

isoliert und fur die cDNA-Bildung und darauffolgende Microarray-Analysen verwendet.

2.5 RNA-Aufbereitung und cDNA-Synthese
Die gesamte Ribonukleinsaure (RNA) der aufleren Medulla von dDAVP- und Vehikel-

behandelten Tiere wurde den Anweisungen des Qiagen RNeasy mini kit (Qiagen,
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Hilden, Deutschland) folgend isoliert. cDNA wurde mittels des Applied Biosystems
cDNA Synthese Kit (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) via reverse
Transkription hergestellt. FUr die Expressionsanalyse mittels quantitativer real-time PCR
(= TagMan) von NKCC2 wurden Applied Biosystems probes Rn.01485101 und das
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) unter Befolgung der
Herstelleranleitung verwendet. Die cDNA-Level von Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) wurden im gleichen Ansatz bestimmt und dienten als
Ladekontrolle (catalog no. 4352338E, Applied Biosystems). Alle Expressionslevel

wurden entsprechend der 2*2°™-Methode ermittelt (37).

2.6 Genexpressionsanalyse

2.6.1 Microarray

Die Analyse der Microarray-Daten (GenChip® Rat Genome 230 2.0 Array, Affymetrix)
wurde im "Zentrum fir Medizinische Forschung" an der Universitdt Mannheim
(Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Die gesamte mRNA der Medulla von dDAVP-
und Vehikel-behandelten Tieren (n = 3 pro Gruppe) wurde den Anweisungen des
Qiagen RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) folgend isoliert. cDNA und cRNA
wurden entsprechend des Affymetrix Standard-Markierungs-Protokoll (standard labeling
protocol) hergestellt. Die Hybridisierung mit dem Affymetrix Ratten Genom 230 2.0
Array wurde in einem GeneChip Hybridisierungsofen (GeneChip incubator 640)
durchgefuhrt. Chips wurden in der GeneChip Fluidics Station 450 gefarbt und
anschlielend mit einem GeneChip Scanner 3000 gescannt. Alle verwendeten
Materialien stammten von Affymetrix (Affymetrix, High Wycombe, UK). Die Auswertung
der Daten erfolgte mit einer kommerziellen Software (JMP Genomics version 4, SAS,
Cary, USA). Zur Annotierung des Arrayes wurde eine mit Custom CDF Version 9
individuell gefertigte, UniGene-basierte Datenbank verwendet
(http://brainarray.mbni.med.umich.edu/Brainarray/Database/CustomCDF/CDF_downloa
d_v9.asp). Die Rohdaten der Fluoreszensintensitat wurden mittels
Quantilnormalisierung normalisiert. Roh- und normalisierte Daten wurden in die Gene
Expression Omnibus database Ubertragen (http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/; GEO
Zugangsnummer: GSE34225).
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2.6.2 Gene ontology-Analysen

Gene Ontology (GO) Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Ralf Mrowka im
Institut fir Experimentelle Nephrologie, KIM IlI, Universitatsmedizin Jena, durchgefihrt.
Dabei wurde ein Web-basiertes GOSSIP Gene Ontology biological profiling Toolkit
verwendet (38). In die Analysen wurden alle Gene mit gesteigerter Expression
eingeschlossen. Um der Frage nachzugehen, ob unter den veranderten Genen ein
Uberproportionaler Anteil an HIF-regulierten Genen zu finden ist, wurden publizierte
Listen von HIF-Zielgenen verwendet (39; 40) und um eine eigene Literaturrecherche
erganzt. Die Parameter der Literaturrecherche werden unter Punkt 2.11 definiert.
Insgesamt wurden 173 HIF-Zielgene identifiziert von denen 109 im Microarray vertreten
waren. Die Anzahl regulierter, HIF-abhangiger Genprodukte wurde verglichen mit der

bei randomisierter Verteilung zu erwartenden Haufigkeit.

2.7 Biochemische Farbemethoden

2.71 Sirius-Rot-Farbung

Die Microarray-Daten zeigten eine deutliche Induktion verschiedener extrazellularer
Matrixbestandteile. Zur Klarung der Frage, ob die Behandlung mit dDAVP zu einer
Fibrosierung des Nierenparenchyms flhrt, wurden Nierenschnitte mittels Sirius-Rot-

Farbung angefarbt.

Dies ist eine etablierte Methode zur histochemischen Darstellung von fibrillaren
Kollagenen (41). Die Farbung flhrt zu einer intensiven Rotfarbung von fibrillaren
Kollagenen wie Kollagen I, Il und V. Weiterhin kommt es zu einer Farbung von
retikularen Fasern und von Bestandteilen der Basalmembran. Die Farbung erfolgte
nach einem Protokoll von Junqueira et al. (42). 4 ym dicke Paraffinschnitte wurden
zunachst durch Immersion in Xylol (Merck, Darmstadt, Deutschland) entparaffiniert und
in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. AnschlieRend wurden die Schnitte flr
60 min in einer 0,1 %igen Sirius-Rot-Losung [0,2 g Sirius-Rot (Merck, Darmstadt,
Deutschland) in 200 ml gesattigter wassriger Pikrinsaure (Merck, Darmstadt,
Deutschland), pH 2] inkubiert. Nach einem kurzen Waschschritt in einer 0,01 M HCL
(Merck, Darmstadt, Deutschland)-Ethanollésung (Merck, Darmstadt, Deutschland)

wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und mit Eukitt
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(Sigma-Aldrich, Hannover, Deutschland) eingedeckt. Die Analyse der gefarbten Schnitte

erfolgte mit Hilfe eines Leica-DMLB-Mikroskops (Leica, Wetzlar, Deutschland).

2.8 Antikorperbasierte Farbemethoden

2.8.1 Pimonidazol-Farbung

Pimonidazol wird sowohl als Radio- und Chemosensitizer in der Onkologie als auch als
Hypoxiemarker in der pathologischen Diagnostik und Forschung eingesetzt.
Charakteristisches Merkmal dieser Substanz ist ihre Redoxsensitivitat. Bei normalem
pO. liegt Pimonidazol in seiner oxidierten inaktiven Form vor (Abb. 4). Erst bei einem
pO, < 10 mm Hg wird Pimonidazol reduziert und damit aktiviert. Folge ist eine
gesteigerte Affinitat insbesondere zu Thiolgruppen, welche eine irreversible Bindung an
Proteine zur Folge hat. Diese Pimonidazol-Protein-Komplexe sind immunogen und

lassen sich durch Antikérper detektieren (Ubersichtsarbeit 43).

Abb. 4: Strukturformel von Pimonidazol
fN/\ﬁ N (Grafik aus (43)).
N={ OH

O,

In der Literatur finden sich sehr heterogene Angaben zu Ergebnissen der
Pimonidazolfarbung in der Niere (44-49), daher wurde zunachst eine Optimierung des
Protokolls durchgefihrt. Als Basis wurde ein etabliertes Farbeprotokoll verwendet und in
Vorexperimenten modifiziert (18). Pimonidazolbehandelte Mause wurden sowohl
immersions- als auch perfusionsfixiert. Die Pimonidazolfarbung erfolgte in einem
parallelen Ansatz mit Paraffin- und mit Kryostatschnitten. AulRerdem wurden Dosis und
Applikationszeit fir Pimonidazol, Schnittdicke, Methoden zur Verbesserung der Antigen-
Prasentation sowie AntikOrperkonzentrationen und Inkubationszeiten variiert. Optimale
Ergebnisse wurden erzielt mit Kryostatschnitten mit einer Schnittdicke von 12 pym, einer
Antikorperkonzentrationen von 1:100 far Primar- und Sekundarantikdrper und mit
Inkubationszeiten von 4 h fur den Primar- und 1 h fur den Sekundarantikorper. Alle
weiteren Pimonidazolfarbungen wurden daraufhin mit diesen Parametern durchgefuhrt.
Dazu wurden 12 pym Kryostatschnitte im Kryostat angefertigt (LEICA CM3050 S), auf

Objekttrager ubertragen und im Kihlschrank bei —24 °C gelagert. Zur weiteren
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Verarbeitung wurden die Schnitte zunachst aufgetaut und fur 2 min in einer
Pufferldsung bestehend aus Tris-buffered saline (TBS) (fur 21 10 x TBS-Puffer: 18 g
Tris-Base (Merck, Darmstadt, Deutschland) + 138 g Tris-HCI (Merck, Darmstadt,
Deutschland) + 176 g NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland), pH 7,4 - 7,6) und 0,1 %
Tween 20 (Serva Feinbiochemica, Heidelberg, Deutschland) gewaschen. Fur alle
weiteren Waschschritte sowie als Basis fur die Antikdrperldsungen wurde die gleiche
Pufferldsung verwendet. Gewebeperoxidasen wurden durch eine 5 minttige Inkubation
mit 3 %igem H,O, in Methanol (beides von Merck, Darmstadt, Deutschland) zerstort.
Unspezifische Proteinbindungsstellen wurden mit 1 %iger Albuminlésung [(Albumin
bovine Fraction V (Biomol, Hamburg, Deutschland) in TBS + Tween20] abgesattigt. Es
folgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper FITC-MAb1 (Chemicon International,
Hofheim, Deutschland) fir 4 h und dem Meerrettich-Peroxidase (horseradish
peroxidase = HRP)-konjugiertem Sekundarantikdrper anti-FITC IgG (Chemicon
International, Hofheim, Deutschland) fur 1 h, jeweils in der Konzentration 1:100.
Zwischen den einzelnen Arbeitsschritten wurden die Schnitte jeweils gewaschen. Als
letzter Schritt folgte die Inkubation mit einer Farbelésung bestehend aus 3,3-
Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB; Kem-En-Tec, Taastrup, Danemark; 1 Tablette
a 10 mg gelést in 40 ml Aquadest und 40 pl 30% H,O, (Merck, Darmstadt,
Deutschland)). Die Peroxidase des Antikorpers reagiert mit dem Peroxid, DAB wird
oxidiert und es entsteht ein dunkelbrauner, unléslicher Niederschlag. Unter
lichtmikroskopischer Kontrolle wurde bei optimaler Auspragung des spezifischen
Signals bei moglichst geringer Hintergrundfarbung abgestoppt. Schlief3lich wurden die
Schnitte mit 50 %iger Glycerin (Roht, Karlsruhe, Deutschland)-PBS-Ldsung (pH 8,6)
bedeckt und mit einem Deckglaschen versiegelt. Die Auswertung erfolgte an einem
Leica-DMRB-Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland).

2.8.2 Fluoreszenz

Doppelmarkierungen mit Pimonidazol und NKCC2, AQP2 oder Cyclooxygenase 2
(COX-2) dienten einer Objektivierung der Zuordnung einzelner Nephronabschnitte bzw.
Zelltypen. Nach PBS-Waschung wurden unspezifische Bindungsstellen mit 1 %iger
Albuminlésung fur 30 min geblockt. Es folgte die Inkubation mit dem jeweiligen

Primarantikdrper (siehe Tabelle 1) Uber Nacht. Daraufhin wurden die Objekttrager

25



gewaschen und mit dem Sekundarantikorper (siehe Tabelle 2) fur 2 h inkubiert. Die
Antikorper waren jeweils in 1 %igem Albumin/PBS geldst. Nach erneutem Waschen
wurden die Schnitte mit 50 %iger Glycerin-PBS-Losung bedeckt und mit einem

Deckglaschen versiegelt.

Gattung Verdiinnung |Quelle
NKCC2 Meerschweinchen | 1:500 Geschenk von D. Ellison, Portland,
Oregon, USA
COX-2 Kaninchen 1:200 Cayman, Ann Arbor, Michigan, USA
AQP2 Ziege 1:100 Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Tabelle 1: Primarantikorper fir Fluoreszenzimmunhistochemie.

Verdiinnung |Quelle
Anti-Meerschweinchen Cy2 1:100 Dianova GmbH, Hamburg,
Anti-Kaninchen Cy3 1:250 Deutschland
Anti-Ziege Cy 2 1:100

Tabelle 2: Sekundarantikorper.

2.8.3 HIF1a

Die HIF-1a Markierung wurde nach einem etablierten Protokoll unter Anwendung des
Amplifikationskits Catalyzed Signal Amplification (CSA) System (Dako, Katalognummer
K1500) durchgefuhrt (50; 51).

2.9 In-situ-Hybridisierung fur Kollagen 1

Die in-situ-Hybridisierung ist ein Verfahren zur Markierung spezifischer DNA- oder RNA-
Abschnitte mittels komplementarer DNA- bzw. RNA-Strange. Die Detektion spezifischer
RNA-Abschnitte ermoglicht einen quantitativen Vergleich der Genexpression zum
Zeitpunkt der Gewebefixierung und diese in Bezug auf die Lokalisierung zu

differenzieren.

Zur |dentifizierung Kollagen 1-exprimierender Zellen wurde zunachst eine Digoxigenin-
markierte RNA-Sonde fir Kollagen 1 hergestellt. Dazu wurde mittels spezifischer DNA
Primer und Polymerase chain reaction (PCR) ein Fragment vom Kollagen der Ratte
amplifiziert (entspricht Position 2256 bis 2468 der full-length-cDNA [NM_053356])).
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Messenger RNA (mRNA) wurde mit dem Qiagen RNeasy Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) aus einem Rattenschwanzhomogenat isoliert. Via reverser Transkription
wurde daraus nach Anleitung des Bioline cDNA Synthese Kit (Bioline, Luckenwalde,
Germany) cDNA synthetisiert. Diese wurde isoliert mit Hilfe eines DNA-Aufreinigungs-
Kits (Macherey & Nagel, Duren, Deutschland). Zur Amplifizierung des gewunschten
cDNA-Abschnitts mittels PCR wurden bereits publizierte Primer verwendet (forward: 5'—
taagggagaaaatggcatcg-3’, reverse: 5’-cctictttaccagcagcacc-3’). Zur Generierung der
Antisense-Probe wurde an den Reverse Primer eine Promotorstelle fur die T7-RNA-
Polymerase angefugt (52). Die Spezifitat der Sonde wurde bereits in der
Originalpublikation nachgewiesen. SchlieBlich wurde das erzeugte PCR Produkt nach
Anleitung des DIG RNA Labeling Kit (Roche, Mannheim, Deutschland) transkribiert und

mit Digoxigenin markiert.

Nach Herstellung der Sonde erfolgt die Hybridisierung. Alle Losungen wurden hierflr
mit zweifach destilliertem, autoklaviertem Wasser angesetzt. Sofern nicht anders
angegeben wurden alle Inkubationsschritte bei 4 °C durchgefihrt. Alle Reaktionsgefalle
wurden durch Backen bei 180°C fir mindestens 6 hn sterilisiert. 4 % PFA (Merck,
Darmstadt, Deutschland; pH 7,4) in MilliQ (Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland)
wurde einen Tag vorher vorbereitet und kuhlgestellt. 4 ym Paraffinschnitte wurden
mittels Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (3 x 10 min
Xylol, je 2 x 5 min 96 %, 80 % und 70 % Ethanol). Die rehydrierten Schnitte wurden
dann fur 20 min in PFA nachfixiert, anschlieBend in PBS (pH 7,4) gewaschen. Es
folgten 20 min in 0,2 M HCI zur Denaturierung von Proteinen, die eine spezifische
Bindung der Sonde behindern kénnten. Die Schnitte wurden in PBS gewaschen und mit
Proteinase K (Roche, Berlin, Deutschland)-PBS-Lésung (50 ul auf 100 ml PBS; 37 °C)
fur 30 min inkubiert. Nach erneuter Spulung in PBS wurden die Schnitte fur 5 min in 4 %
igem PFA nachfixiert, gewaschen und durch eine aufsteigende Alkoholreihe erneut
dehydriert (70 %, 80 %, 96 % fur je 5 min). Die Schnitte wurden 20 min bei
Raumtemperatur getrocknet. Anschlielend wurden sie fir 2 h mit 80 ul Prahybridmix
pro Schnitt (64 pl Grundmix + 16 pl H,O) bei 40 °C inkubiert. Fir 32 ml Grundmix
wurden bendtigt 16 ml 100 % deionisiertes Formamid (Sigma-Aldrich Chemie,
Hamburg, Deutschland), 3,2 ml Milli Q-Wasser (Millipore GmbH, Schwalbach,
Deutschland), 2,4 ml 5 M NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland), 0,8 ml 1M Tris-HCI
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pH 7,4 (Merck, Darmstadt, Deutschland), 8,0 ml 50 % Dextransulfat (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland), 0,4 ml 0,5 M Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) pH 8,0
(Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland), 8 ml 50 x Denhardt's (Sigma-Aldrich
Chemie, Hamburg, Deutschland), 0,4 ml 100 mg/ml Blockade tRNA (Roche, Penzberg,
Deutschland). Nun folgte die Inkubation mit 40 pl Hybridmix pro Schnitt bei 40 °C fur
18 h. Der Hybridmix setzte sich bei 40 pl pro Schnitt aus 32 pyl Grundmix, 6l
destilliertem Wasser und 2 yl RNA Ldsung in 50 % deionisiertem Formamid zusammen.
Die Sonde wurde zur Linealisierung der RNA gekocht. Die optimale Konzentration und
Inkubationstemperatur fur die Sonde wurden dabei in Vorlauferexperimenten bestimmt.
Die eingesetzte RNA Menge entsprach ca. 400 ng RNA/Schnitt.

Im letzten Schritt erfolgt die Detektion. Nach 18 h Hybridisierungszeit wurden die
Objekttrager zur Entfernung nicht hybridisierter RNA kurz in 50 % Formamid-haltiger
Natriumzitratiésung (15 % Natriumzitrat und 18 % NaCl in H,O; 40 °C) kurz geschwenkt

und anschlieRend in reiner Natriumzitratidsung bei Raumtemperatur gewaschen. Alle
weiteren Arbeitsschritte fanden bei Raumtemperatur statt, wenn nicht anders
angegeben. Die Schnitte wurden fir 10 min in Puffer 1 inkubiert (100 mMol Tris-HCI und
150 mMol NaCl in Wasser; pH 7,5). Es folgte die Blockierung unspezifischer
Proteinbindungsstellen mit Puffer 2 [1 % Blockingreagenz (Roche, Penzberg,
Deutschland) und 0,5 % bovinem Serumalbumin in Puffer 1]. AnschlieBend wurden die
Schnitte Uber Nacht bei 4 °C mit 50 ul des geldsten Sekundarantikdrpers (Anti-
Digoxygenin-alkalische Phosphatase Konjugat 1:500 in Puffer 2) inkubiert. Am nachsten
Tag wurden die Schnitte in Puffer 1 gewaschen um nicht gebundene Antikdrper zu
entfernen und far 2 min in Puffer 3 equilibriert (100 mM Tris-HCI, 100 mMol NacCl,
50 mMol MgCl2 in Wasser, pH 9,5). Zur Erzeugung eines Farbsignals dienten 100 pl

Entwicklungspuffer (Sigma Fast, Sigma-Aldrich Chemie, Hamburg, Deutschland) pro
Schnitt. Um eine mdglichst starke Auspragung des spezifischen Signals bei moglichst
geringer Hintergrundfarbung zu erzielen, wurde die Signalentwicklung unter dem
Lichtmikroskop beobachtet und fir alle Schnitte einheitlich nach 24 h abgestoppt. Dafir
wurden die Schnitte 2 x 15 min in Puffer 4 (100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA in Wasser,
pH 8,0) und anschlieBend fur 2 x15 min in PBS gestellt. SchlieBlich wurden die
Schnitte mit 50% iger Glycerin-PBS-Lésung bedeckt und mit einem Deckglaschen

versiegelt. Die Auswertung erfolgte mit einem Leica-DMRB-Mikroskop (Leica, Wetzlar,
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Deutschland). Dabei wurde ein Interphasenkontrast verwendet. Fotos wurden mit einer
SPOT3-Digitalkamera (Diagnostic Instruments, USA) aufgenommen und mit der
Software MetaView 4.1 (Universal Imaging Corporation, West Chester, USA)

verarbeitet.

2.10 Statistik

Die Quantifizierung von immunhistochemischen Signalen wurde verblindet mittels
semiquantitativem Punktesystem durchgefiihrt (53). Farbungen der inneren und
aulleren Medulla wurden separat ausgewertet. Ein Score von 1 wurde vergeben, wenn
eine Flache von bis zu 15 % des Gesichtsfeldes ein Signal zeigte, ein Score von 2 fur
15 bis 30 % und ein Score von 3 fur mehr als 30 %. Lag kein Signal vor, wurde das
Areal mit 0 bewertet. Basierend auf diesem Scoresystem wurden die Tiere in eine
Rangfolge gebracht und die Rangsumme fur Kontrollen und dDAVP-behandelte Tiere
ermittelt. Statistische Analysen wurden unter Verwendung des Mann-Whitney U Tests
durchgefuhrt. Ein P < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. Fir die Evaluation
der Microarray-Daten wurde der Hochberg-Multitest verwendet. In die Analyse
einbezogen wurden Werte mit einer Induktion = 1,3. Als statistisch signifikant wurde ein
P < 0,01 gewertet. Zur Gegenuberstellung des Anteils induzierter HIF-Zielgene versus
der zufalligen Verteilung induzierter Gene, wurde die statistische Signifikanz mittels Chi-

Quadrattest Gberprift.

2.11 Literaturrecherche

Listen hypoxiesensitiver Genprodukte wurden aktuellen Reviews enthommen (40) und
um eine PubMed/MEDLINE-gestitzte Literaturrecherche erganzt. Die Suchparameter
wurden limitiert auf den Zeitraum 01/2006 bis 12/2011, die Sprachen Deutsch und
Englisch sowie die Suchbegriffe ,hypoxia-inducible factor AND target gene expression*.
Potentielle Kandidaten wurden auf das Vorliegen von HRE in der Promotorsequenz

mittels gezielter Literaturrecherche Uberpriift.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung der Pimonidazolfarbung

Pimonidazolfarbung ist eine haufig verwendete Methode zum Hypoxienachweis in situ.
Die Anwendung von Pimonidazol in Nieren-bezogenen Fragestellungen fiihrte zu
widerspruchlichen Ergebnissen. Ursachen fur diese widerspruchlichen Ergebnisse sind
vermutlich  Unterschiede in der Applikation der Substanz und in der
Gewebeprozessierung. So zeigten Studien an immersionsfixiertem Material regelmalig
eine starke Farbung sowohl corticaler als auch medullarer Strukturen. Im Gegensatz
dazu lie3 sich an perfusionsfixiertem Gewebe keine oder nur eine schwache Farbung
nachweisen. Ein erstes Ziel der hier vorliegenden Arbeit war daher die Etablierung
eines optimierten Protokolls fur die Pimonidazol-Farbung. Dazu sollte zunachst die
Frage beantwortet werden, welchen Einfluss die Gewebefixierung auf das
Farbeverhalten von Pimonidazol hat. In Zusammenschau der Ergebnisse zeigte sich
eine deutliche Akkumulation von Pimonidazol unter Immersionsfixierung, die zu falsch
positiven Signalen fuhrt (Abb. 5). In den folgenden Experimenten gaben wir daher der

Perfusionsfixierung den Vorzug.

Abb. 5: Pimonidazolfarbung von perfusionsfixiertem (A) und immersionsfixiertem (B) Gewebe
ansonsten gleich behandelter Mause. Wahrend unter Perfusionsfixierung kein Signal zu
erkennen ist, zeigt sich eine deutliche Pimonidazolakkumulation entlang der Tubuli in der
Immersionsfixierung. VergréRerung 200x. Balken 50 pm.

In  weiteren Vorversuchen wurden auf’erdem Dosis und Applikationszeit flr

Pimonidazol, Schnittdicke, Methoden zur Verbesserung der Antigen-Prasentation sowie
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Antikdrperkonzentrationen und Inkubationszeiten optimiert. Optimale Ergebnisse
konnten dabei unter Verwendung von 12 pm dicken Kryostatschnitten,
Antikérperkonzentrationen von 1:100 fur Primar- und Sekundarantikérper und
Inkubationszeiten von 4 h fir den Primar- und 1 h fir den Sekundarantikorper erzielt

werden.

3.2 Klinische Chemie
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Die Substitution von dDAVP fur drei Tage fuhrte zu einer Abnahme des Urinvolumens,
des Natriumplasmaspiegels und der Plasmaosmolalitat, wahrend die Urinosmolalitat
und die glomerulare Filtrationsrate (GFR) anstiegen (Abb. 6, A-F). Wie zu erwarten war,
fuhrte dDAVP zu einer Verminderung der Plasmaosmolalitat, da die induzierte
Wasserretention die Natriumretention proportional Uberwiegt. Diese Befunde

bestatigten die Effizienz der dDAVP-Behandlung zur Induktion der Harnkonzentrierung.

Beim absoluten Gewicht zeigte sich kein Gruppenunterschied. Betrachtet man nur die
individuelle Gewichtsveranderung, kam es allerdings unter Substitution von dDAVP zu
einer signifikanten Gewichtszunahme der behandelten Gruppe gegenluber der
unbehandelten. Zusatzlich konnte bei den Ratten unter Gabe von dDAVP ein
Blutdruckanstieg beobachtet werden (Abb. 6, G-H).

3.3 NKCC2 und AQP2
In der TagMan-Analyse zeigte sich ein deutlicher Anstieg von NKCC2-mRNA unter
dDAVP-Substitution (Abb. 7). Weiterhin konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits friher
gezeigt werden, dass es unter dem Einfluss von dDAVP zu einer Zunahme des
phosphorylierten NKCC2 (pNKCC2) (8) sowie zu einem vermehrten Einbau von AQP2
unter dDAVP kommt (54).

3.5 i Abb. 7: Darstellung von Mittelwert und

T 3 I Standardabweichung von NKCC2-mRNA in der
< S 25+ 1 TagMan-Analyse von dDAVP-behandelten vs.
%E 24 unbehandelten Brattleboro Ratten.
~Ng 154
g8t |
X
“%5 051 1

= 0 . )

Kontrollen dDAVP

Zusammengefasst bestatigen der Einbau von AQP2 in die luminale Zellmembran von
Sammelrohrzellen, der Anstieg der mRNA und der Phosphorylierung von NKCC2 sowie
die gesteigerte Harnkonzentrierung infolge einer dDAVP-Substitution den Erfolg des
Tiermodells.
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3.4 Pimonidazolfarbung

Die Analyse der renalen Pimonidazolakkumulation in Sprague Dawley Ratten zeigte
eine signifikante Farbung im Innenstreifen der auleren Medulla mit einer maximalen
Signalintensitat im initialen Teil des TAL in der Ubergangszone zur inneren Medulla.
GefalRbundel, CD und die dunnen Tubulussegmente der Henle Schleife zeigten keine
Farbung. Die dDAVP behandelten Tiere wiesen sowohl eine hdhere Farbeintensitat als
auch eine groflere Ausdehnung gefarbter Areale als die Kontrollen auf (Abb. 8: A,B). In
der inneren Medulla von unbehandelten Sprague Dawley Ratten beschrankte sich die
Farbung auf ein geringes Signal im Zentrum der Papille (Abb. 8: C). Im Gegensatz
dazu, zeigte die innere Medulla von dDAVP behandelten Tieren eine homogene,
intensive Farbung aller Strukturen im Zentrum der Papille, wahrend in der Peripherie,
angrenzend an das Nierenbecken, keine Pimonidazol-Immunreaktivitdt nachweisbar
war (Abb. 8: D).

Abb. 8: Pimonidazolfarbung von unbehandelten (A,C) und dDAVP-behandelten (B,D) Sprague
Dawley Ratten. Unter Gabe von dDAVP kommt es zu einer Akkumulation von immunreaktivem
Pimonidazol in der duReren (A,B) und inneren Medulla (C,D). ,AM* AuRere Medulla. ,IM* Innere
Medulla. GréRenbalken entsprechen 50 pm.
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Analysen von Pimonidazolfarbungen in Brattleboro Ratten zeigten eine &hnliche

Verteilung mit einem weniger ausgepragten Effekt von dDAVP (Abb. 9).

Kontrolle dDAVP

Abb. 9: Pimonidazolfarbung von unbehandelten (A,C) und dDAVP-behandelten (B,D)
Brattleboro Ratten. Unter Gabe von dDAVP kommt es zu einer Akkumulation von
immunreaktivem Pimonidazol in der duBeren Medulla (A,B) und inneren Medulla (C,D). ,AM*
AuRere Medulla. ,IM* Innere Medulla.GréRenbalken entsprechen 50 um.
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Doppelmarkierungen mit Pimonidazol und Antikdrpern gegen NKCC2 oder AQP2

bestatigten eine Akkumulation von Pimonidazol-Protein-Komplexen im TAL (Abb. 10)
und im medullaren CD (Abb.

verteilten sich homogen im Zytosol der entsprechenden Zielstrukturen. Zusatzlich zeigte

sich unter Behandlung mit dDAVP eine vermehrte COX-2-Immunreaktivitat

interstitiellen Zellen der inneren Medulla (Abb. 12).

Kontrolle

dDAVP

NKCC2

Pimonidazol
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Immunreaktive Pimonidazol-Protein-Komplexe
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Abb. 10: Pimonidazolfarbung (B,D) und Immunfarbung fir NKCC2 (A,C) von unbehandelten
(A,B) und dDAVP-behandelten (C,D) Brattleboro Ratten. DDAVP fuhrt zu einer verstarkten
Akkumulation von Pimonidazol im TAL. GréRenbalken entsprechen 50 um.
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Kontrolle

dDAVP

AQP2

Pimonidazol

Abb. 11: Farbung fur Pimonidazol (B,D) und AQP2 (A,C). Es zeigt sich eine Akkumulation von
Pimonidazol im CD der inneren Medulla von dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten (C,D) im
Vergleich zu unbehandelten Tieren (A,B). GroRenbalken entsprechen 50 pm.

Kontrolle

dDAVP

>

COX2

Pimonidazol

Abb. 12: Pimonidazolfarbung
(B,D) und Immunfarbung flr
COX2 (A,C) bei unbehan-
delten (A,B) und dDAVP-
behandelten (C,D) Brattleboro
Ratten. Die Gabe von dDAVP
fuhrte zur Akkumulation von
Pimonidazol in der inneren
Medulla und erhohter COX2-
Immunreaktivitdt in  inter-
stitiellen Zellen im Vergleich zu
unbehandelten Kontrolltieren.
Grolienbalken entsprechen 50
pm.
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3.5 Immunhistochemie fiir HIF-1a

Wie erwartet, war HIF-1a kaum in den Nieren von Vehikel-behandelten Brattleboro
Ratten immunhistochemisch nachweisbar (Abb. 13A). Im Gegensatz dazu, war es in
der Papille von dDAVP behandelten Tieren deutlich erkennbar (Abb. 13B). Bei starker
VergroRerung zeigte sich unter dDAVP-Behandlung eine HIF-1a-Akkumulation in
Zellkernen im CD und Zellen der diinnen Tubulussegmente der Henle Schleife sowie in
endothelialen und medullaren interstitiellen Zellen (Abb. 13C und D). Die Verteilung
HIF-immunreaktiver Strukturen in der inneren Medulla entsprach dabei weitgehend der
Pimonidazolfarbung. Im Gegensatz dazu konnte in corticalen und medullaren Teilen des

TAL kein HIF-1a-Signal nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Kontrolle dDAVP

Abb. 13: HIF-1a-Immunhistochemie. DDAVP flihrte zu einer Akkumulation von HIF-1a-Protein in
der inneren Medulla von Brattleboro Ratten (B,D) im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen
(A,C). Die Detailaufnahmen zeigen eine Farbung der Nuklei von epithelialen und vaskularen als
auch interstitiellen Zellen. Groéfienbalken entsprechen 50 ym.
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3.6 Die medulllare Genexpression

Der Affymetrix Gene Chip® Rat Genome 230 2.0 Array wurde zur Untersuchung von
dDAVP-abhangigen Anderungen der Genexpression verwendet. Dafiir wurde RNA der
aulleren Medulla von dDAVP- und Vehikel-behandelten Brattleboro Ratten eingesetzt
(34). Dieser Array enthalt 16950 individuelle Genprodukte, wovon unter dDAVP-Gabe
75 (0.44 %) um mehr als das 2-Fache und 513 (3 %) um mehr als das 1,3-Fache erhoht

waren.

Um die Microarray-Ergebnisse auf eine Anreicherung von HIF-Zielprodukten zu testen,
wurde mittels Literaturrecherche eine umfangreiche Liste an bereits identifizierten HIF-
Zielgenen erstellt. Von insgesamt 173 ermittelten Genprodukten wurden 109 im
Microarray bestimmt (Tabelle 3). Von diesen 109 Produkten waren 21 (19 %) durch
dDAVP-Behandlung signifikant induziert, wahrend in Bezug auf die Normalverteilung
aller vorhandenen Genprodukte des Microarrays lediglich 3 % zu erwarten gewesen
waren. Die Anreicherung von HIF-Zielgenen in der Gruppe der dDAVP-regulierten
Genprodukte wurde mittels Chi-Quadrattest als hoch signifikant (p = 2.6*10?")
eingestuft. Die klassischen Vertreter Vascular endothelial growth factor (VEGF) und

Erythropoetin (EPO) waren allerdings nicht signifikant reguliert (Tabelle 4).

GO-Analysen zeigten eine signifikante Veranderung von Genprodukten aus den
Bereichen der extrazellularen Matrixbildung, des Insulin like growth factor-Signalwegs,
der Zellstressreaktion, des Zellwachstums und der Morphogenese (Tabelle 5). Mehrere
dieser GO-Termini beinhalten auch HIF-Zielgene, aber bis jetzt existiert kein
individueller GO-Terminus fur Hypoxia response oder, noch spezifischer, fur HIF-target

genes.
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Gene ID Name X fach der P
Kontrolle
AA893484 Fibronectin 1 43 10™
AF202115 Ceruloplasmin 2,68 107
BI275292 Angiopoietin 2 2,38 101
NM_134334  Cathepsin D 2,33 10°
NM_013144  Insulin-like growth factor binding protein 1 2,21 10°
NM_017061  Lysyl oxidase 1,97 10
AlI013919 Cyclin dependent kinase inhibitor C 1,86 106
U03389 Cyclooxygenase 2 1,7 10°
NM_134452  Procollagen, type V, alpha 1 1,65 108
NM_031530  Monocyte chemoattractant protein-1 1,62 107
NM_024388  Nuclear hormone receptor NUR/77 1,61 108
BI282758 LDL-receptro-related protein 1 1,6 10
NM_019386  Transglutaminase 2 1,55 1078
NM_019904  Galectin-1 1,54 1073
NM_012555  Erythroblastosis virus-transforming sequence 1,53 10
Al713966 Insulin-like growth factor binding protein 3 1,51 10+
Al013470 Lysyl oxidase-like 2 1,48 10°
NM_031054  Matrix metallproteinase 2 1,4 100
BM384099 N-myc downstream retulated gene 1 1,4 0,05
NM_017260  5-lipoxygenase activating protein 1,4 10°
BI294137 Hexokinase 2 1,38 10°
NM_031140  Vimentin 1,33 10°
Al103616 Ras-related C3 botulinum toxin substrat 1 1,23 0,14
BI274326 Mucin 1 1,22 0,09
u05989 Wilms'tumor suppressor-1 1,22 10
BI296717 Zinc finger E-box-binding homeobox 2 1,21 0,16
Al029318 Hypoxia inducible factor 1 1,2 0,01
NM_053294  Adenosine A2a receptor 1,2 10°
NM_012580 Heme oxygenase 1,19 0,01
NM_080906  HIF-1 responsive protein RTP801 1,18 0,13
NM_133315 Ferroportin 1,15 0,27
BI279760 Phosphoglycerate kinase 1 1,12 0,09
NM_133409 Integrin linked kinase 1,1 10+
AA892254 Superoxide dismutase 2 1,11 0,05
NM_053653  Vascular endothelial growth factor C 1,11 0,1
Al177292 Integrin beta-2 1,11 0,06
NM_012715  Adrenomedullin 1,08 0,05
BI1284218 Glucose transporter type 1 1,08 0,47
BE119649 Hepatocyte growth factor activator 1,06 0,1
NM_012548  Endothelin 1 1,06 0,06
M58040 Transferrin receptor 1,06 0,48
BF402869 Angiopoietin 1 1,05 0,13
NM_013124  Peroxisome proliferator-activated receptor1,05 0,4
gamma

NM_053595 Placental growth factor 1,05 0,46
AAB848820 Human carbonyl reductase 1 1,04 0,79
U24174 Wild-type p53-activated fragment 1 1,04 0,14
NM_022266  Connective tissue growth factor 1,03 0,81
NM_013196  Peroxisome proliferator-activated receptor a 1,03 0,35



Gene ID Name X fach der P Quelle

Kontrolle

Al172079 Jumonji domain containing 1A 1,02 0,66 (70)
NM_052803 Menkes copper ATPase 1,02 0,8 (71)
Al408309 Cyclin G2 1,02 0,84 (39)
BI279646 Keratin 14 1,02 0,73 (39)
BI274746 Protein jagged 2 1,02 0,46 (72)
U36476 Matrix metallopeptidase 9 1,01 0,65 (73)
NM_031762  Cyclin dependent kinase inhibitor B 1,01 0,73 (40)
BF388057 Hairy/enhancer-of-split related with YRPW1 1 (74)

motif 2
L12562 Nitric oxide synthase 2 1 0,99 (39)
BF420349 Twist gene homolog 1 1 0,98 (75)
AB049572 Sphingosine kinase 1 1 0,95 (76)
NM_012589 Interleukin 6 1 0,99 (77)
Al230238 Procollagen, type X, alpha 1 0,99 0,7 (73)
NM_031511 Insulin-like growth factor 2 0,99 0,71 (39)
NM_013174  Transforming growth factor, beta 3 0,99 0,8 (39)
NM_013218  Adenylate kinase 3 0,99 0,91 (39)
NM_022230  Stanniocalcin 2 0,99 0,78 (40)
NM_031545  Brain-type natriuretic peptide 0,98 0,5 (78)
NM_133583  N-myc downstream regulated gene 2 0,98 0,81 (79)
NM_031797 Kangai 1 0,98 0,73 (80)
Al011836 Secretoglobin, family 3A, member 1 0,98 0,78 (81)
NM_017001  Erythropoietin 0,98 0,58 (39)
Al235414 Retinoic acid receptor-related  orphan0,98 0,66 (40)

receptor a
NM_133523  Matrix metallopeptidase 3 0,97 0,48 (73)
NM_016991  Adrenergic receptor, alpha 1b 0,97 0,41 (39)
AA858518 Senstive to apoptosis gene 0,96 0,45 (82)
M60616 Matrix metallopeptidase 13 0,96 0,4 (73)
u04933 Sodium-calcium exchanger-1 0,96 0,18 (83)
BE107815 Hairy/enhancer-of-split related with YRPWO0,95 0,64 (74)

motif 1
NM_013190 Phosphofructokinase L 0,95 0,46 (39)
NM_012497  Aldolase C 0,95 0,41 (40)
NM_019163  Presenilin 1 0,95 0,31 (40)
NM_031535  Bcl-2-like protein 1 0,94 0,25 (84)
NM_013173  Divalent metal transporter 1 0,94 0,29 (85)
NM_022528 Hypoxia inducible factor 3, alpha subunite 0,94 0,08 (86)
BM391835 Carbonic anhydrase 9 0,94 0,21 (39)
AF262319 Caspase 9 0,94 0,07 (40)
BF282125 Cockayne syndrome B 0,93 0,15 (87)
AA955211 Indian hedgehog homolog 0,93 0,21 (73)
BG670310 Transforming growth factor alpha 0,93 0,2 (39)
NM_138851  Endocrine-gland-derived VEGF 0,93 0,11 (39)
Al175616 ATP-binding cassette sub-family G member 20,92 0,34 (88)
U23443 p21-activated kinase-1 0,92 0,12 (60)
NM_013122 Insulin-like growth factor binding protein 2 0,92 0,36 (39)
AF080594 Vascular endothelial growth factor A 0,92 0,13 (39)

(

AB004454 Presenilin 2 0,92 0,04



Gene ID Name X fach der P Quelle
Kontrolle
NM_013076  Leptin 0,9 0,05 (39)
D87247 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6- 0,9 0,03 (39)
pibphosphatase 3
NM_017265  3beta-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 0,9 103 (89)
NM_019333  6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6- 0,88 1073 (90)
biphosphatase 4
BG375952 Frataxin 0,87 0,08 (67)
NM_053524 NADPH oxidase 4 0,84 0,22 (91)
NM_031729  Protein phosphatase 5, catalytic subunit 0,83 10 (92)
BI279605 Keratin 19 0,82 10 (39)
NM_053698 Cbp/p300-interacting transactivator 2 0,82 103 (39)
BE101119 Parathyroid hormone receptor 1 0,81 10 (73)
NM_012827  Bone morphogenetic protein 4 0,8 10" (93)
AF286167 Multidrug resistance 1 0,78 103 (39)
AY057064 Liprin-a4 0,63 10+ (94)
M86708 Inhibitor of differentiation 1 0,58 1018 (95)

Tabelle 3: vollstandige Liste von im Microarry vertretenen anhand einer Literaturrecherche
ermittelten HIF-Zielgenen.

Gene ID Name Xfachder P Quelle
Kontrolle
AA893484 Fibronectin 1 4,3 10 (39)
AF202115 Ceruloplasmin 2,68 10" (39)
BI275292 Angiopoietin 2 2,38 10 (40)
NM_134334 Cathepsin D 2,33 10° (39)
NM_013144 Insulin-like growth factor binding protein 1 2,21 105 (39)
NM_017061 Lysyl oxidase 1,97 10 (55)
Al013919 Cyclin dependent kinase inhibitor C 1,86 10® (40)
U03389 Cyclooxygenase 2 1,7 10° (40)
NM_134452 Procollagen, type V, alpha 1 1,65 108 (39)
NM_031530 Monocyte chemoattractant protein-1 1,62 107 (56)
NM_024388 Nuclear hormone receptor NUR/77 1,61 103 (39)
BI282758 LDL-receptro-related protein 1 1,6 10" (39)
NM_019386 Transglutaminase 2 1,55 10 (39)
NM_019904 Galectin-1 1,54 10 (57)
NM_012555 Erythroblastosis virus-transforming sequence 1,53 10" (39)
Al713966 Insulin-like growth factor binding protein 3 1,51 10* (39)
Al013470 Lysyl oxidase-like 2 1,48 10° (55)
NM_031054 Matrix metallproteinase 2 1,4 1070 (39)
BM384099 N-myc downstream retulated gene 1 1,4 0,05 (58)
NM_017260 5-lipoxygenase activating protein 1,4 10° (59)
BI294137 Hexokinase 2 1,38 10° (39)
NM_031140 Vimentin 1,33 10° (39)

Tabelle 4: HIF-Zielgene mit signifikanter Induktion in Microarray-Analysen nach 3 tagiger

Behandlung von Brattleboro Ratten mit 5 ng/h dDAVP.



GO-term Name False rate P

5576 Extracellular region 8,4E-03 8,7E-07
5583 Fibrillar collagen 1,3E-02 2,0E-04
5518 Collagenbinding 2,3E-02 7,7E-04
7275 Development 1,2E-02 2,0E-04
6950 Response to stress 4,1E-02 2,5E-03
8361 Regulation of cell size 1,6E-02 3,6E-04
1558 Regulation of cell growth 4,1E-02 2,1E-03
902 Cellular morphogenesis 2,7E-00 1,3E-03
5520 Insulin-like growth factor binding 2,5E-02 7,7E-04

Tabelle 5: GO Analyse dDAVP-induzierter Genprodukte in Brattelboro Ratten nach 3-tagiger
Behandlung mit 5 ng/h dDAVP.

3.7 Histomorphologischer Kollagennachweis

In der Microarray-Analyse zeigte sich eine vermehrte Expression von Bestandteilen der
Extrazellularmatrix. Daraus ergab sich die Frage, ob dies als Ausdruck einer Hypoxie-
induzierten Fibrose zu werten sei. Zur weiteren Spezifizierung erfolgte zum
Kollagennachweis eine Sirius-Rot-Farbung (Abb. 14). Deren Analyse zeigte in beiden
Gruppen ein schwaches, filigranes Signal im peritubuldren und periglomerularen
Interstitium. Deutliche Kollagenablagerungen fanden sich in beiden Gruppen nur in
unmittelbarer Nachbarschaft zu grof3eren arteriellen Gefalden und in den Gefal3bundeln
der aulleren Medulla. Dabei konnten keine Unterschiede zwischen den behandelten
und den Kontrolltieren festgestellt werden. Diese Resultate schlielen das

Vorhandensein einer relevanten Fibrosierung des Nierenparenchyms weitgehend aus.

Zur exakten Lokalisation der Kollagenexpression erfolgte eine in-situ-Hybridisierung fur
Kollagen 1A1. Dabei zeigte sich nur im Nierenparenchym von dDAVP-behandelten
Tieren ein Signal (Abb. 15). Betroffen waren perivaskulare Fibroblasten in der
Umgebung grélerer arterieller Gefalle. Im Gegensatz dazu konnte keine
Kollagenexpression im peritubularen Interstitium nachgewiesen werden. Grolere
Ansammlungen von Kollagen 1 mRNA-produzierenden Fibroblasten wurden im
Nierenbecken beobachtet. Hier konnten keine behandlungs-bedingten Unterschiede

festgestellt werden
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Abb. 14: Sirius-Rot-Farbung von unbehandelten (A,C,E) und dDAVP-behandelten Brattleboro
Ratten (B,D,F). Fibrillares Kollagen wird rot angefarbt. Im Cortex zeigte sich abgesehen von
periglomeruldren Kollagenablagerungen (A,B) nur ein schwaches Signal. Ein starkes Signal
fand sich perivaskular von arteriellen Gefalken (C,D). In der auferen Medulla zeigte sich das
starkste Signal in den GefaRbindeln (E,F). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen festgestellt werden. GrofRenbalken entsprechen 20 uym.
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Abb. 15: Kollagen 1-in-situ-Hybridisierung von unbehandelten (A,C,E,G) und dDAVP-
behandelten (B,D,F,H) Brattleboro Ratten. Nur dDAVP behandelte Tiere zeigten eine Kollagen 1
Expression im renalen Parenchym. Kollagen 1 mRNA fand sich in perivaskularen Fibroblasten
grolder arterieller Gefale (B, D). In beiden Gruppen zeigten sich unabhangig von der dDAVP-
Behandlung eine Kollagen 1 Expression im Bindegewebe entlang des Nierenhilus (E-H).
GroRenbalken entsprechen in A, B, E, F 50 um und in C, D, G, H 20 pym.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Auswirkungen einer
chronischen, ADH-induzierten Aktivierung des Harnkonzentrierungsmechanismus auf
die renale Oxygenierung und die Regulation Hypoxie-sensitiver Genprodukte. Es
konnte gezeigt werden, dass die Substitution des ADH-V2-Rezeptor-Analogon dDAVP
in Ratten bereits nach 3 Tagen zu einer ausgepragten Hypoxie von Schlusselstrukturen
des Harnkonzentrierungsmechanismus fuhrt und eine verstarkte Expression Hypoxie-

induzierbarer Genprodukte auslost.

Die renale Oxygenierung wurde ausflihrlich in friheren Studien untersucht. Durch
Anwendung unterschiedlicher Techniken wie der Messung mit sauerstoffsensitiven
Elektroden, blood oxygen level dependent Magnetresonanztomographie (BOLD-MR),
Pimonidazolfarbungen oder anatomischen Studien wurde die renale Oxygenierung mit
unterschiedlicher Sensitivitat und raumlicher Auflésung erfasst (Ubersicht in 18). Die
Ergebnisse dieser Arbeiten zeigen einen ausgepragten cortico-medullaren Gradienten
mit abfallendem pO. in Richtung Medulla, sowie deutlich unterschiedlichen
Sauerstoffparitaldricken in dicht benachbarten Arealen (96-98). Anatomische Studien
legen den Schluss nahe, dass insbesondere die Markstrahlen aufgrund der speziellen
Gefalarchitektur des Cortex im Vergleich zum umliegenden corticalen Labyrinth
signifikant schlechter oxygeniert werden (Ubersichtsarbeit 99). In der duReren Medulla
zeigt sich eine, mit zunehmender Distanz von den GefalRblndeln abnehmende
Oxygenierung. Alle bisherigen Untersuchungen weisen jedoch technisch bedingte
Einschrankungen auf. So geben Elektrodenmessungen und BOLD-MR zwar einen
guten Uberblick tber die Oxygenierungsverhaltnisse im Gewebe, sind aber erheblich
durch die geringe Aufldsung auf zellularer Ebene limitiert. Im Gegensatz dazu weist die
Pimonidazolfarbung ein sehr gutes raumliches Aufldsungsvermdgen auf. Bei der
Analyse gehen jedoch Areale mit einem Sauerstoffpartialdruck von dber 10 mm Hg
verloren (18). Hinzu kommt, dass fur die Pimonidazolfarbung diverse unterschiedliche
Protokolle mit heterogenen Ergebnissen angewendet wurden. Es steht also weiterhin
keine Methode zur Verfligung, die in alleiniger Anwendung eine exakte quantitative und

qualitative Beschreibung der tatsachlichen Gewebehypoxie zulasst. Weiterhin bleibt die
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Frage nach der funktionellen Relevanz der gemessenen Sauerstoffpartialdricke

unbeantwortet.

Um diese Probleme zu umgehen wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene, sich
erganzende Methoden in parallelen Ansatzen kombiniert. Der Nachweis hypoxischer
Areale erfolgte mittels Pimonidazolfarbung. Ausgehend von publizierten Methoden (18)
wurden Gewebeprozessierung und Farbeprotokoll in Vorversuchen optimiert. Eine
Gegenuberstellung von Immersions- und Perfusionsfixierung ergab deutliche
Unterschiede im Verteilungsmuster des Signals. So zeigte sich in den
immersionsfixierten =~ Gewebeproben ein  kraftiges, homogenes Signal in
Tubulusepithelien aller Nierenzonen ohne Differenzierung zwischen Mark und Rinde. Im
Gegensatz dazu wiesen die perfusionsfixierten Nierenproben von ansonsten identisch
behandelten Mausen nur eine schwache Farbung auf und reflektieren damit die
Befunde aus Messungen mit sauerstoffsensitiven Elektroden (97) oder BOLD-MR (100)
an gesunden Kontrolltieren. Es ist daher davon auszugehen, dass durch die
Immersionsfixierung eine falsch-positive Farbung hervorgerufen wird. Ursache flr
dieses falsch-positive Signal ist vermutlich eine unspezifische Ablagerung von
zirkulierendem Pimonidazol, welches wahrend der Organentnahme im Gewebe
verbleibt und bei der anschlieRenden Fixierung unabhangig vom Sauerstoffpartialdruck
an Proteine gebunden wird. Alle weiteren Pimonidazol-Farbungen wurden daher an

perfusionsfixierten Nierenproben durchgefihrt.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Vorversuche konnte in den Nieren der
Vehikel-behandelten Tiere nur in vereinzelten interstitiellen Zellen im Zentrum der
Papille ein Pimonidazol-Signal nachgewiesen werden. Verteilungsmuster und Intensitat
des Signals in unbehandelten Sprague Dawley- und Brattleboro Ratten waren dabei
vergleichbar. Die chronische Behandlung mit dDAVP fuhrte dagegen sowohl in den
Brattleboro Ratten als auch in Sprague Dawley Ratten zu einer intensiven Akkumulation
von Pimonidazol im initialen Segment des TAL am Ubergang zwischen innerer und
aullerer Medulla. Gefalblindel und Profile des CD waren negativ. Eine kraftige Farbung
fand sich weiterhin im Zentrum der Papille der behandelten Tiere. Hier waren sowonhl
epitheliale als auch vaskulare und interstitielle Strukturen in gleichem Ausmafl
angefarbt. Die vergleichende Analyse der Farbeintensitat beider Rattenstamme zeigte

eine deutlich geringere Zunahme des Signals bei den dDAVP-behandelten Brattleboro
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Ratten im Vergleich zu den Sprague Dawley Ratten. Dieser Befund ist vermutlich durch
die Hypotrophie der aulleren Medulla von Brattleboro Ratten und der daraus

resultierenden eingeschrankten maximalen Konzentrierungsfahigkeit zu erklaren.

Die Ergebnisse der Pimonidazolfarbung decken sich gut mit bereits publizierten Daten.
Manotham et al. beschrieben in scheinoperierten Kontrollratten eine Akkumulation von
Pimonidazol in medullaren Tubulusstrukturen, wahrend im Cortex kein Signal
nachweisbar war. 4-7 Tage nach 5/6-Nephrektomie kam es in dieser Studie zu einem
vermehrten Signal im corticalen Tubulus (48). Auch Prasad et al. zeigten 2010 eine
medullare Pimonidazol-Akkumulation mit maximaler Auspragung in der Aul3enzone und
in der Papille (100). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Akkumulation von
Pimonidazoladdukten im initialen Segment des TAL kann leicht durch einen erhdhten
Sauerstoffverbrauch in Folge dDAVP-stimulierter transzellularer lonentransporte erklart
werden. So konnte die Arbeitsgruppe von Prof. Bachmann in einer friheren Studie nach
chronischer dDAVP-Stimulation eine gesteigerte Expression und Aktivitat von NKCC2
und Na*/K+-ATPase im mTAL von Ratten nachweisen (8). Ecelbarger et al. zeigten
sowohl im Durstversuch mit Sprague Dawley Ratten als auch unter dDAVP-Substitution
bei Brattleboro Ratten einen Anstieg von NKCC2 in der auf3eren Medulla (25). Molony
et al. zeigten bereits 1987, dass ADH in isolierten TALs von Mausen zu einem Anstieg
der transepithelialen Leitfahigkeit fuhrt (101). Eine Stimulation der Na*/K*-ATPase
konnte sowohl im Durstversuch mit Ratten (102) als auch in ADH-exponierten TAL-
Zellen von Kaninchen (103) nachgewiesen werden. Die intensive Farbung von
Strukturen im Zentrum der inneren Medulla der behandelten Tiere ist vermutlich Folge
einer verminderten Durchblutung dieses Bereiches. Zusammenfassend unterstitzt der
Befund einer dDAVP-induzierten = Pimonidazol-Akkumulation in  wichtigen
Schlusselstrukturen  der  Harnkonzentrierung daher die Hypothese einer

physiologischen, ADH-induzierten Hypoxie in der Niere.

Zur Bestatigung und zum Nachweis der funktionellen Relevanz dieses Befundes
erfolgte im Anschluss eine immunhistochemische Darstellung des Transkriptionsfaktors
HIF-1a. Diese Versuche wurden nur in Brattleboro Ratten durchgefuhrt. Hier zeigte sich
erwartungsgemald in den Nieren von Vehikel-behandelten Tieren kein immunreaktives
HIF-1a-Protein. Im Gegensatz dazu zeigte die Untersuchung von dDAVP behandelten

Tieren eine deutliche Farbung der Nuklei epithelialer, vaskularer und interstitieller
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Zellen. Dieser Befund rekapituliert weitgehend die Ergebnisse einer alteren Studie an
dehydrierten Sprague Dawley Ratten (104) und unterstitzt ebenfalls die Hypothese
einer physiologischen medullaren Hypoxie als Folge einer Aktivierung des
Urinkonzentrierungsmechanismus. Interessanterweise konnten weder im Durstversuch
noch unter dDAVP-Behandlung eine HIF-1a-Akkumulation im TAL beobachtet werden.
Verschiedene Daten deuten darauf hin, dass der TAL im Vergleich zum CD generell
eine eingeschrankte Regulationskapazitat der HIF-Aktivierung zeigt. Dies konnte eine
Erklarung fir die hohe Anfalligkeit des TAL gegenliber hypoxischer Schadigung sein
(105-110).

Im nachsten Schritt wurde mittels Microarray-basierter Genexpressionsanalyse der
Einfluss der dDAVP-Behandlung auf die medullare Genexpression in Brattleboro Ratten
untersucht. Hier zeigte sich eine signifikante Uberreprasentation bekannter HIF-
Zielgene in der Gruppe der dDAVP-regulierten Genprodukte. Diese Gruppe beinhaltet
neben Genen der Extrazellularmatrix auch solche, die an der Regulation des Insulin like
growth factor-Signalwegs und des Zellmetabolismus beteiligt sind. Weitere Studien
werden bendtigt um die Rolle dieser Produkte fir die Funktionsfahigkeit des renalen

Harnkonzentrierungsmechanismus zu beleuchten.

Zu den klassischen Effekten der HIF-vermittelten Hypoxieantwort zahlt auch die
Induktion pro-angiogenetischer Zytokine wie VEGF und die daraus resultierende
Bildung neuer Blutgefae (111). Im Microarray zeigte sich allerdings in den dDAVP-
behandelten Tieren keine Anderung der VEGF-mRNA trotz erhohter HIF-1a-Expression
im CD als Hauptort der medullaren VEGF-Synthese (112). Eine mogliche Erklarung fur
die Dissoziation von HIF-Aktivierung und VEGF-Synthese ergibt sich aus dem
Umstand, dass die Genexpression von VEGF auch durch andere, z.T. inhibitorische
Faktoren moduliert werden kann. Tatsachlich zeigen Analysen der Microarray-
Ergebnisse einen starken Anstieg der mRNA fur Insulin-like growth factor binding
protein (IGFBP) 3, welches die Expression von VEGF in verschiedenen malignen und
nicht-malignen Geweben hemmt (113-115). Auch die Expression anderer anti-
angiogentischer Faktoren wie Angiopoietin 2, IGFBP 5 und 6, Fibulin 1 und 5 und des
Extrazellularmatrixproteins Decorin waren signifikant erhdht (116-120). Quelle und
Funktion der anti-angiogenetischen Signale in der renalen Medulla sind noch

unbekannt. Vermutlich stellt jedoch die Hemmung der medullaren Angiogenese
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wahrend der renalen Harnkonzentrierung einen wichtigen Mechanismus fur die

Aufrechterhaltung der Struktur der medullaren Blutgefal3e dar.

In der GO-Analyse zeigte sich eine signifikante Induktion von Genprodukten mit Bezug
zu Entwicklungsprozessen, Zellwachstum und Morphogenese. Diese Befunde sind
vermutlich Ausdruck von Wachstumsprozessen der aulieren Medulla als Reaktion auf
die Stimulation mit dDAVP (30). Zusétzlich zeigte sich auch eine Uberexpression von
Genprodukten der extrazellularen Matrix als Folge der dDAVP-Behandlung. Signifikante
Ansammlungen von fibrillarem Kollagen fanden sich in beiden Gruppen nur in
unmittelbarer Nachbarschaft zu grof3eren arteriellen Gefalden und in den Gefal3bundeln
der aulleren Medulla. Ein behandlungsbedingter Unterschied bestand hier jedoch nicht.
Im Gegensatz dazu zeigte die Kollagen 1A1-in-situ-Hybridisierung eine erheblich
gesteigerte  Anzahl  Kollagen-exprimierender  Fibroblasten im  periarteriellen
Bindegewebe der dDAVP-behandelten Brattleboro Ratten. Zusammen mit den
gesteigerten Blutdruckwerten an Tag 3 weisen diese Resultate auf einen
Umbauprozess der arteriellen Adventitia im Rahmen einer arteriellen Hypertonie hin.
Dieser Befund ist gut mit den Daten anderer Arbeitsgruppen vereinbar. So konnten
Skogstrand et al. im Two-Kidney, one clip-Rattenmodell der renalen Hypertonie zeigen,
dass eine periarterielle Kollagenvermehrung der Entwicklung einer interstitiellen Fibrose
vorausgeht (121). Blutdrucksteigernde Effekte von ADH kdénnen sowohl von V1- als
auch von V2-Rezeptoren vermittelt werden (Ubersichtsarbeit 122). Dabei ist zu
bertcksichtigen, dass dDAVP nicht vollstandig spezifisch fur den V2-Rezeptor ist und in
hohen Konzentrationen auch V1-Rezeptoren aktivieren kann. Eine eindeutige Trennung
zwischen V1- und V2-Effekten ist daher bei diesem Versuchsaufbau nicht mdglich.
Gegen eine Uberdosierung von dDAVP spricht in diesem Zusammenhang allerdings der
verzogerte Blutdruckanstieg und der Umstand, dass zu keinem Zeitpunkt eine
Hyponatridamie als Ausdruck einer inadaquat hohen ADH-Wirkung vorlag (123-126).
Blutdrucksteigernde Effekte kdnnen jedoch auch von V2-Rezeptoren ausgelost werden
(Ubersichtsarbeit 122). So fiihrt die Bindung von dDAVP an V2-Rezeptoren im CNT und
CD zu einer Aktivierung von ENaC und damit zu einer Na*-und Volumenretention. Dies
konnte eine Erklarung fur den beobachteten Blutdruckanstieg und die Aktivierung

adventitieller Fibroblasten im Verlauf der dDAVP-Behandlung darstellen.
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Ein weiteres Ergebnis der Microarray-Analyse ist ein deutlicher Anstieg der mRNA fur
COX-2, welche als Hauptenzym fur die medullare Prostaglandinsynthese fungiert.
Parallel dazu fand sich auch in der Immunhistochemie eine gesteigerte Anzahl COX-2-
positiver interstitieller Zellen in der inneren Medulla der dDAVP-behandelten Tiere.
Diese Daten bestatigen frihere Befunde in dehydrierten Sprague Dawley Ratten und in
ADH-behandelten Brattleboro Ratten (28, 127). Da Prostaglandin E2 die medullare
Perfusion erhdht und gleichzeitig die TAL-Transportaktivitdt hemmt, wird diese Reaktion
als eine Art negativer Feedback-Mechanismus gewertet, welcher das Ziel hat, eine
medullare Ischamie zu verhindern. Dementsprechend konnen Beeintrachtigungen der
Prostaglandinsynthese eine Nekrose medulldrer Zellen verursachen (Ubersichtsarbeit
128). Auf lokaler Ebene werden ADH-Effekte weiter moduliert u.a. durch die
antagonistisch wirkenden freien Radikale, Stickstoffmonoxid und Superoxid. Ahnlich
zum Prostaglandin E2, verursacht Stickstoffmonoxid eine Vasodilatation der
absteigenden Vasa recta und erhoht dadurch die medullare Perfusion (129). Zusatzlich
hemmt es den NaCl-Transport im TAL (130). Es wurde gezeigt, dass medullare
Stickstoffmonoxid-Level bei ADH-Behandlung ansteigen (131; 132). Allerdings besteht
uber den zellularen Ursprung und den spezifischen ADH-Rezeptor dieser Regulation
noch keine Einigkeit (130; 133-135). Dem Effekt von Stickstoffmonoxid wird durch
Reactive oxygen species (ROS) entgegengewirkt. Diese beeinflussen entweder direkt
die medullaren Blutgefale und den TAL oder reduzieren die Bioverfugbarkeit von
Stickstoffmonoxid um eine Vasokonstriktion der absteigenden Vasa recta und einen
Anstieg der TAL-Transportaktivitat zu bewirken (130; 135). Die Hauptquelle fir ROS in
der Medulla ist der TAL, wo eine Abhangigkeit der ROS-Synthese von spezifischen
Oxidasen und mitochondrialen Enzymen der Atmungskette nachgewiesen wurde (136;
137). Es wurde gezeigt, dass die ROS-Syntheserate mit der NaCl-Transportaktivitat
korreliert (137; 138). Die Aktivierung der TAL-Transportaktivitdat durch ADH erhoht somit
wahrscheinlich auch die ROS-Synthese. Zusatzlich ist davon auszugehen, dass auch
andere vasoaktive Mediatoren wie Angiotensin 2, Endothelin, ATP, Adenosin und
Eicosanoide wie 20-Hydroxyeicosatetraensaure (20-HETE) und Epoxyeicosatetraen-
saure (EETs) an der ADH-Singalkaskade in der renalen Medulla beteiligt sind (139-148).

In Zusammenschau der bisher prasentierten Resultate entsteht damit das Bild eines

komplexen Netzwerks aus endo-, auto- und parakrinen Signalwegen, die an der
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Regulation der Harnkonzentrierung beteiligt sind. Die Vielzahl der regulierten Produkte
bekraftigt dabei die herausragende Bedeutung von ADH als zentralem
Steuermechanismus fir diesen Prozess. Weitere Studien sind hier notwendig, um die

Funktion und Interaktion der einzelnen Signalwege zu charakterisieren.

Bei der Interpretation der vorliegenden Ergebnisse sind wichtige Limitationen zu
bertcksichtigen. So wurden die Daten an Ratten erhoben und kdnnen daher nicht ohne
weiteres auf die Situation im Menschen Ubertragen werden. Weiterhin unterliegt der
ADH-Spiegel in vivo standigen, bedarfsorientierten Schwankungen. Im Gegensatz dazu
wird durch den Einsatz der Minipumpe ein konstant hoher Plasmaspiegel erzeugt
(Ubersichtsarbeit 149). Charakteristisch fiir den vorliegenden Versuchsaufbau ist daher
ein permanent erhdhter ADH-Tonus wie er zum Beispiel bei Afroamerikanern auftritt.
Auch dieser Umstand kann die Translation der Studienergebnisse in das Setting von

Patienten mit kaukasischer Abstammung erschweren.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass die ADH-
induzierte Aktivierung des Harnkonzentrierungsmechanismus zu einer ausgepragten
Hypoxie medullarer Strukturen mit Akkumulation von HIF-Transkriptionsfaktoren und
einer vermehrten Expression Hypoxie-induzierbarer Genprodukte fuhrt. Basierend auf
diesen Ergebnissen kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die reduzierte
Sauerstoffverfugbarkeit bei gleichzeitig stimulierter Transportleistung zu einer
verminderten Stressresistenz des Nierengewebes fihrt. Eine Aktivierung des
Harnkonzentrierungsmechanismus wurde damit einen wichtigen Risikofaktor fur die
Entwicklung von Nierenschaden darstellen. Weitere Studien sind notwendig um dieses

Konzept zu Uberprifen.
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