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Abstract (Deutsch)

Fur die Pathophysiologie  des akuten  Nierenversagens (AKI) st  der
Ischamie/Reperfusionsschaden (IRI1) von grof3er Bedeutung. Ischdmie/Reperfusion ist mit
Hypoxie und Reoxygenierung (H/R) des Nierengewebes verbunden. Aufgrund der
organspezifischen mikrovaskuléren Architektur sowie des heterogenen Energiebedarfs gibt es
in der Niere vulnerable Bereiche hinsichtlich der Sauerstoffversorgung. In der vorliegenden
Arbeit wird die Hypothese gepriift, dass H/R die dilatative und konstriktive Funktion der
NierengefélRe beeintrachtig, und dass dies den IRI und damit das Entstehen eines AKI
begunstigt. Es wurden sowohl groRe Leitungsgefdle der Rattenniere (renale interlobare
Geféalle (ILA)) als auch MikrogefaRe des Rattennierenmarks (descendierende Vasa recta) und
der Mausnierenrinde (afferente Arteriolen) verwendet. ILA wurden mittels Drahtmyografie
untersucht. Die Mikrogefae wurden als isolierte GeféalRe oder mittels Videomikroskopie
lebender Nierenschnitte (in situ Modell) untersucht. Die Acetylcholin(ACh)-induzierte
Vasodilatation der ILA war nach H/R verringert. Eine Inhibition der dilatatorisch wirkenden
Stickstoffmonoxidsynthasen, Cyclooxygenasen oder des endothelialen hyperpolarisierenden
Faktors (EDHF) konnte diesen Effekt nicht aufheben. Ein Einfluss von Superoxiden auf die
Vasodilatation nach H/R wurde ebenso wie eine verénderte GefaRsteifheit als Ursache
beeintrachtigter Vasodilatation ausgeschlossen. Die Antwort auf Natriumnitroprussid (SNP),
einem Stickstoffmonoxiddonor war nach H/R ebenfalls vermindert. Dies deutet auf einen
endothelunabh&ngigen Mechanismus verminderter Vasodilatation hin, der in den glatten
GefalBmuskelzellen lokalisiert ist. Eine geringere Sensitivitdt bei der Vasodilatation auf
Sildenafil (PDE5-Inhibitor) und eine verminderte Konzentration von cGMP in den ILA nach
H/R weisen auf eine Stérung des cGMP-Metabolismus hin. Die Hemmung der l6slichen
Guanylylzyklase (sGC) dagegen hob den H/R-Effekt auf. Die Ergebnisse deuten auf eine
H/R-induzierte Fehlfunktion der sGC hin. Untersuchungen der GeféRantwort auf
Vasokonstriktoren in afferenten Arteriolen in Nierenschnitten zeigten eine verstarkte
Konstriktion auf Angiotensin Il (Ang Il) nach H/R. Die Starke der Antwort war nach 30, 60,
oder 90 min und 10 min Reoxygenierung im Nierenschnitt &hnlich. Dagegen nahm sie bei 20
min Reoxygenierungszeit mit der Hypoxiedauer zu. In diesen experimentellen Modellen spielt
vermutlich oxidativer Stress eine Rolle, denn die NADPH-Oxidase-2-mRNA war erhoht und
die Superoxiddismutase(SOD)aktivitat im Nierenschnitt verringert. Zudem hob Tempol, ein
SOD-Mimetikum, die Unterschiede in der Antwort auf Ang Il auf. Descendierende Vasa

recta-Antworten auf Ang Il waren nach 90 min Hypoxie und 10 min Reoxygenierung im
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Vergleich zur Kontrolle verstarkt. Die Ergebnisse dieser Studien weisen auf einen erhghten
Tonus grof3er und Kleiner Geféle in der Niere, infolge verstarkter Antwort auf Ang I, sowie
reduzierter Vasodilatation nach H/R, hin. Dies kann fur den IRI und die AKI-Entstehung von

entscheidender Bedeutung sein.



Abstract (Englisch)

The ischemia reperfusion injury (IRI) is an important pathophysiological factor in the
development of acute kidney injury (AKI). IRI goes along with hypoxia and re-oxygenation
(H/R) of the renal parenchyma. Kidney’s unique microvascular architecture and the
heterogenic oxygen demand make the medullary zone very vulnerable to reduction in oxygen
supply. In this study, it was hypothesized that the dilator and constrictor function of renal
vessels are compromised by H/R, thereby promoting IRl and AKI. Rat renal interlobar
arteries (ILA), rat descending vasa recta, and mouse afferent arterioles were investigated. ILA
were studied by using small vessel wire myography. Video microscopy was applied for
testing function of isolated arteriolar vessels or vessels in living slice kidney model (in situ
model). In ILA, H/R impaired the acetylcholine(ACh)-induced vasodilatation. The inhibition
of the nitric oxide synthases, cyclooxygenases or of the endothelial derived hyperpolarizing
factors (EDHF) did not prevent the H/R effect. An influence of superoxide to the impaired
vasodilatation after H/R as well as changes in vessel stiffness could be excluded as causative
for impaired vasodilatation. The impaired endothelium-independent vasodilatation to sodium
nitroprusside (SNP), a nitric oxide donor, suggests an endothelial-independent mechanism,
located in vascular smooth muscle cells. The vasodilatation to sildenafil was diminished and
the concentration of cGMP in ILA was reduced after H/R, suggesting disturbed cGMP
metabolism. Inhibition of soluble guanylyl cyclase (sGC) prevented the H/R-effect, indicating
a prominent role of sGC after H/R. In arterioles of kidney slices, angiotensin II(Ang Il)-
responses were increased after H/R. Oxidative stress may be involved in the increased
reactivity, because superoxiddismutase(SOD)-activity was reduced and NADPH-oxidase-2-
MRNA-expression was increased. Furthermore, tempol, a SOD-mimetic, prevented the H/R
effect in afferent arterioles. In descending vasa recta, the Ang Il-induced vasoconstriction was
significant increased at 90 min of hypoxia and 10 min of re-oxygenation compared to control
conditions in living kidney slices. In conclusion, an enhanced tone of renal arteries and
microvessels due to increased reactivity to Ang Il combined with impaired vasodilatation may
contribute to the IRI in AKI.



EinfUhrung

Akutes Nierenversagen, Epidemiologie und Ursachen

Bei dem akuten Nierenversagen (AKI) handelt es sich um eine rapide Verschlechterung der
Nierenfunktion charakterisiert durch eine Erhéhung des Serumkreatinins und Verminderung
der Urinausscheidung. Diagnostische Kriterien sind immer wieder weiterentwickelt worden
und finden ihren Ausdruck in Schweregradeinteilungen wie KDIGO (Kidney Disease:
Improving Global Outcomes)* und RIFLE (the risk, injury, failure, loss, and end-stage renal
disease classification).>® AKI ist eines der haufigsten renalen Erkrankungen, welches bei 7 %
hospitalisierter Patienten auftritt’ und trotz verbesserter Diagnostikmdglichkeiten mit einer
Mortalitatsrate von 40 bis 60 % verbunden ist.>® Bisher existieren noch keine ausreichenden
Therapiemoglichkeiten, was auf den Mangel an Wissen Uber die Pathophysiologie des AKI
zurickzufuhren ist. Die Entwicklung und Aufrechterhaltung eines AKI findet Uber ein
komplexes Zusammenspiel von tubul&reren Schadigungen, Inflammation und Veranderungen
in der renalen Hdmodynamik statt und kann zu einem chronischen Nierenversagen fuhren. Als
eine Hauptursache fur die Entstehung des AKI wird der Ischamie/Reperfusionsschaden (IRI)
der Niere beschrieben. IRI tritt infolge einer ischdmischen Phase und nachfolgenden
unzureichenden renalen Reperfusion, zum Beispiel aufgrund von Nierentransplantationen,
Gefal3- oder herzchirurgischen Eingriffen, kontrastmittel-induzierter Nephropathie, Sepsis
und/oder Schock auf.?”® Im Vergleich zu anderen Organen fihrt eine Ischamie in der Niere
zu einer verzogerten Wiederherstellung des renalen Blutflusses bei Reperfusion bis hin zum
,No-Reflow“-Phanomen.®'® Nach einer renalen Ischamie konnte eine Reduktion des renalen
Blutflusses auf 50 % beobachtet werden.** Beim ,,No-Reflow*“-Phanomen gibt es zusatzlich
noch morphologische Veranderungen in der Mikrozirkulation, insbesondere die Bildung von

Mikrothromben, die zu erheblicher Beeintrachtigung der Gewebeversorgung fithren.**™

Renale GefaRarchitektur und Sauerstoffpartialdriicke

Aufgrund  ihrer  mikrovaskuldaren  Architektur, verbunden mit einem  hohen
Sauerstoffverbrauch durch die tubuldre Salz-Wasserreabsorption ist die Niere im Bereich des
4uBeren Nierenmarks sehr anfallig fiir einen IR1.*® Der Sauerstoffpartialdruck der Niere liegt
in der Nierenrinde bei 70 mmHg. Im Nierenmark ist der Sauerstoffpartialdruck wesentlich

niedriger, im inneren Mark liegt dieser sogar unter 20 mmHg."’



Mechanismen gestorter Mikrozirkulation bei AKI

Ischamie, die bei der Entstehung des AKI und dem Ubergang zum chronischen
Nierenversagen eine wesentliche Rolle spielt, aktiviert inflammatorische Systeme, die
letztlich mit morphologischen Schadigungen von Endothelzellen und vaskul&ren glatten
Muskelzellen einhergehen kénnen.'® Ausgelést wird dies durch eine Verstopfung der
MikrogefaBe durch Leukozyten, Blutplattchen und Erythrozyten.'® Die hierdurch ausgeléste
endotheliale Dysfunktion trdgt zum Ungleichgewicht von Vasokonstriktoren und
Vasodilatatoren in den MikrogefaRen bei.”> Neben der eingeschrankten dilatativen Funktion
(Stickstoffmonoxid (NO), endothelialer hyperpolarisierender Faktor (EDHF)) kommt es zur
Freisetzung von konstriktorischen Mediatoren wie Prostaglandinen, Endothelin (ET-1),
Angiotensin Il (Ang I1) und Thromboxan A2.** Die Interaktion von Ang Il und NO hat fiir
den Tonus renaler GefaBe eine groBe Bedeutung.??®* Ang ll-induzierte Kontraktionen sind
nach H/R in groRBen renalen Arterien und auch in den renalen Widerstandsgeféalien (afferente
Arteriolen) verstarkt.?* Da Ang Il sowohl Konstriktorsignalwege als auch dilatatorische
Systeme, wie das NO-System aktiviert, kann dieser H/R-Effekt auch auf der Beeinflussung
der GefaRdilatation beruhen.”*?* NO stimuliert die sGC, welche die cGMP-Produktion
enzymatisch befordert. Die cGMP-Konzentration in den glatten GefaRmuskelzellen fihrt zur
Aktivierung der Proteinkinase G, Phosphorylierung einer Reihe von Kanélen und Enzymen
mit der Folge erniedrigter zytosolischer Calciumkonzentration und GefaRdilatation.® Quellen
fur NO sind das Endothel der NierengefaRe, aber auch die tubuldre NO-Produktion, die im
Nierenmark einen wesentlichen Einfluss auf den GefaRtonus hat.®® NOS-Inhibition fiihrt zu
Minderdurchblutung und eine durch die Hypoxie ausgeldste Schadigung des Nierenmarks in
renalen Ischamiemodellen.?® Ein ebenso stark diskutierter Mechanismus des beobachteten
NO-Defizits in IRl oder H/R ist die Interaktion von NO und reaktiven Sauerstoffspezien bei
oxidativem Stress.?” Superoxid, als wesentliches Radikal, reagiert mit NO, was zur Abnahme
der NO-Bioverfiigbarkeit und zum Anstieg von zellschadigendem Peroxynitrit fiihrt.?

Herleitung der Fragestellung

Der Effekt von H/R auf die VVasokonstriktion und die Vasodilatation in der Pathophysiologie
des IRI wurde bisher nur sehr wenig untersucht. Experimente an isolierten Gefélien der Maus
zeigten eine erhohte Reaktivitat auf Ang Il nach H/R in Gegenwart einer physiologischen
Noradrenalin(NA)-Konzentration.?* Bisher existieren keine funktionellen Daten (iber den
Effekt von H/R auf vasodilatatorische Systeme in NierengefaRen, obwohl eine endotheliale

Beteiligung beim IRI bereits beschrieben wurde.?® Beeintrachtigungen des NO-Systems der
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Prostaglandinproduktion und des EDHF konnten fir die hypothetische Verminderung der
vasodilatatorischen Antwort nach H/R verantwortlich sein.? In der Studie von [Publikation 1
(P1)] wurde nun der H/R-Effekt in Gegenwart einer physiologischen NA-Konzentration auf
die endothelabhdngige und -unabhdngige Vasodilatation groRer renaler Gefal3e untersucht. Es
wurde angenommen, dass neben der Verstarkung der Vasokonstriktion nach H/R auch
vasodilatatorische Systeme beeinflusst sein kdnnen, was zu einer verminderten Vasodilatation
renaler GefaRe fiihrt und somit die Entstehung eines IRI und damit eines AKI begiinstigt.**

Der Effekt von H/R auf renale MikrogeféaRe ist nur exemplarisch untersucht worden. Das
betrifft sowohl kortikale als auch medullare MikrogeféaRe. Mikrogeféalie des Nierenmarks und
-rinde reagieren auf vasoaktive Substanzen, wie Ang IlI, Adenosin, ET-1, reaktiven
Sauerstoffspezien und NO.**** Metabolische Anderungen bei H/R spielen in vielen Organen
eine wichtige Rolle fur die Durchblutungsregulation. Mithilfe eines innovativen Modells des
lebenden Nierenschnittes wurden Gefallantworten in situ nach H/R analysiert und mit denen
von isolierten Gefédllen verglichen. Ziel war es, den Einfluss des die Gefae umgebenden
Nierenparenchyms auf die GefaRfunktion nach H/R zu bestimmen (Studien [Publikation 2
(P2)] und [Publikation 3 (P3)]). Wir stellten hier die Hypothese auf, dass der Tonus der
Gefalle im Nierenmark und der Nierenrinde nach H/R erhoht ist, dabei aber durch die
umgebenden Tubuli Metabolite freigesetzt werden, die eine teilweise Kompensation der
Konstriktoreffekte bewirken. Die Modulation dieser hypothetischen dilatatorischen Systeme

konnte ein Ansatz fir die Behandlung oder Pravention des AKI sein.



Methodik

Der Effekt von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Vasodilatation renaler interlobarer
Geféalle der Ratte

Praparation renaler interlobarer GefaRe und Uberpriifung der vaskularen Antwort

Mannliche Spargue-Dawley Ratten wurden unter dem Einsatz von Isofluran enthauptet und
deren Nieren entnommen. Die renalen interlobaren Gefalen (ILA) wurden prépariert und
mittels einem 40 um dicken Draht in einen Drahtmyografen (Model 410A, DMT, Danemark)
eingespannt. Unter dem Einsatz einer Experimentierlésung (Zusammensetzung siehe [P1:
2.4]) wurde das System unter uneingeschrankter Gaszufuhr mit Carbogen (95% O,, 5% CO,)
auf 37°C erwérmt und anschlieend wurde eine Normalisierungsprozedur der Gefélle
vorgenommen. Die Lebensfahigkeit der GefélRe wurde mit einer kaliumreichen Losung
(Zusammensetzung siehe [P1: 2.4]) CUberpruft. Es folgte eine Uberprifung der
Endothelfunktion tber eine Konzentrations-Wirkungskurve mit ACh (10”° bis 10° mol/l) an
vorkontrahierten GefalRen mit Phenylephrin (PE). Die Digitalisierung der Daten fand ber das

PowerLab System (ADinstruments, Spechbach, Deutschland) statt.

Messung der endothelabhangigen und endothelunabhéngigen Vasodilatation

Im Anschluss der Endothelfunktionsiiberpriifung wurden die ILA fir 60 min mit Carbogen
(95% O,, 5% CO,; Kontrolle) oder hypoxischen Gas (95% N2, 5% CO,; Hypoxie) begast und
einer nicht-konstriktorwirksamen Dosis NA (10 mol/l) ausgesetzt. Nach den 60 min wurde
das NA ausgewaschen und eine Reoxygenierung fur 10 min mit Carbogen vorgenommen.

Zur Messung der endothelabhangigen Vasodilatation wurden L-NAME (10* mol/l),
Indomethacin (10° mol/l), TRAM34 (10° mol/l), UCL 1684 (107" mol/l) oder ODQ (107
mol/l) wahrend der 60 + 10 min Periode eingesetzt und anschlieBend eine Konzentrations-
Wirkungskurve fir ACh (10° bis 10° mol/l) an mit PE vorkontrahierten GefaBen
durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der endothelunabh&dgigen Vasodilatation wurden Konzentrations-
Wirkungskurven mit Hilfe von Natriumnitroprussid (SNP; 10 bis 10 mol/l) nach der 60 +
10 min Periode an vorkontrahierten Gefdllen mit PE erstellt. Wahrenddessen wurde die
Endothelfunktion mittels L-NAME (10 mol/l) und Indometahcin (10 mol/l) systemisch

aufgehoben.



Um den Einfluss von cGMP an der NO-induzierten Vasodilatation zu bestimmen wurde an
mit PE vorkontrahierten GefaRen eine Konzentrations-Wirkungskurve mit dem cGMP-
Analog 8-Bromoguanosine 3',5'-cyclic monophosphate sodium salt (8-Br-cGMP; 10 bis
3x10™ mol/l) nach der 60 + 10 min Periode durchgefiihrt. Weiterhin wurden DT-2 (107
mol/l), ein PKG-Inhibitor, zur Uberpriifung cGMP-nachgeschalteter Signalwege oder 4-
Hydroxy-TEMPO (Tempol; 10 mol/l), ein Superoxiddismutasemimetikum, zur Uberpriifung
oxidativen Stresses wéhrend der 60 + 10 min Periode eingesetzt. Eine mogliche Rolle von
PDES5, an die Vasodilatation, wurde mit Hilfe einer Sildenafil-Konzentrations-Wirkungskurve
(10°® bis 10” mol/1) nach der 60 + 10 min Periode ermittelt.

Bestimmung der cGMP- und der Superoxidkonzentration in renalen interlobaren Gefélien

Isolierte ILA wurden nach der Behandlung mit Carbogen oder hypoxischen Gas und dem
Einsatz einer nicht-konstriktor wirksamen Dosis NA schockgefroren bzw. wéhrend der 60 +
10 min Periode mit Dihydroethidiumbromid (DHE) behandelt und anschlieBend in tissue tek
gefroren. In den schockgefrorenen Gefallen wurde die cGMP-Konzentration mittels direct
cGMP ELISA kit (Enzo Life Sciences, Lausen, Schweiz) bestimmt. Aus den in tissue tek
eingebetteten Geféallen wurden 10 um dicke Cryoschnitte angefertigt, die mit DAPI behandelt
wurden. Die DHE-Fluoreszenz wurde mit einem Zeiss Axiophot Fluoreszenz Mikroskop

(Zeiss Axiovert 200M, Software Axiovision 3.0) gemessen.

Messung der Wandsteifheit der Gefalie

Um die mechanischen Eigenschaften der glatten GefaBmuskelzellen zu bestimmen, wurden
isolierte ILA nach der 60 + 10 min Periode mittels Drahtmyografie in 20 um Schritten
gespannt, bis die Wandspannung 4,5 mN/mm betrug. Die einzelnen Kurven wurden der

Gleichung:

T=T, exp [beta*(1C-1Cp)/ICo]
T=Wandspannung (mN/mm)
To=Wandspannung bei transmuralen Druck 100 mmHg
IC=GefalRdurchmesser (mm) bei transmuralen Druck von 100 mmHg

ICo=GefalRdurchmesser (mm)

angepasst, wobei der Parameter ,,beta* dic Wandsteifheit der GefélRe wiedergibt.



Ermittlung von mRNA-Expressionsdaten mittels gPCR

Fur die Erhebung der Expressionsdaten wurde aus isolierten ILA die RNA mittels RNA-Bee-
reagent (Biozol, Eching, Deutschland) isoliert und in cDNA mittels High Capacity cDNA RT-
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA, #4374966) umgeschrieben. Eine qPCR
wurde durch den Lightcycler LC480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) und dem
StepOnePlus Gerét (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) unter Anwendung von
SYBR Green zur Fluorezensdetektion der DNA durchgefiihrt. Die Expression der mRNA
wurde auf 18SrRNA und dem Housekeeping-Gen RPL32 normalisiert. Die relative
Expression im Vergleich zur Kontrolle wurde iiber die 2"**Ct-Methode berechnet.

Statistik

Unterschiede in der ECso wurden mit dem Wilcoxon-Test fiir nicht-parametrische Messungen
ermittelt. Uber den Brunner-Test (ANOVA fiir wiederholte Messungen und nicht-
normalverteilt) wurden Unterschiede in der Konzentration-Antwort-Beziehung ermittelt. Um
Gruppenunterschiede in den Expressionsdaten zu ermitteln wurde die ANOVA, gefolgt vom
Wilcoxon-Test und eine Korrektion von multiplen Unterschieden angewendet. Es wurde eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von P<0,05 angenommen.

Der Effekt von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Funktion der GefaRe im Nierenmark und

der Nierenrinde

Herstellung lebender Nierenschnitte

Mannliche Spargue-Dawley Ratten und ménnliche C57BL6 Mé&use wurden getdtet und deren
Nieren entnommen. Die Nieren wurden dekapsuliert, longitudinal halbiert und auf einen
Schneideblock des VT1200S Vibratoms (Leica, Nussloch, Deutschland) fixiert. Innerhalb
einer Experimentierlésung mit HEPES-Puffer (Zusammensetzung siehe [P2: 2.2]) und bei
4°C wurden 200 um dicke Nierenschnitte angefertigt. Fertige Nierenschnitte wurden in einem
Oxygenierungsgefal  gesammelt,  welches 37°C  warme  Experimentierlosung
(Zusammensetzung siehe [P2: 2.2]) enthielt und uneingeschrankt mit Carbogen (95% O,, 5%

CO,) begast wurde.
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Funktionelle Untersuchungen der GefaRe des Nierenmarks und der Nierenrinde nach
Hypoxie/Reoxygenierung

Nach ausreichender Sammlung von Nierenschnitten wurden diese fir 30, 60 oder 90 min mit
Carbogen (95% O,, 5% CO,; Kontrolle) begast oder in die Hypoxiekammer Whitley H135
hypoxic chamber (Meintrup dws Laborgerdte GmbH, Lahden-Holle, Deutschland) tberfihrt.
Innerhalb der Hypoxiekammer fand eine Begasung mit 1% O,, 5% CO, und 94% N, statt.

AnschlieRend fand eine Reoxygenierung mit Carbogen fir 10 bis 20 min statt.

Die lebenden Nierenschnitte wurden in eine offene Kammer (berfihrt, welche auf 37°C
erwarmt wurde und mit Experimentierlésung gefullt war. Frische mit Carbogen begaste
Experimentierldsung wurde standig mit 4 ml/min in die Kammer eingefihrt. Descendierende
Vasa recta (Ratte) oder afferente Arteriolen (Maus) wurden mit Hilfe des Axio Observer.Z1
Mikroskops (Zeiss, Jena, Deutschland) identifiziert und Anderungen im GefaRdurchmesser
wurden mit einer Moticam 2000 Kamera und der Motic Images Plus 2.0 Software (Motic
Germany, Wetzlar, Deutschland) aufgezeichnet. Die Auswertung der Bilder fand Gber ImageJ
(NIH, http://rsb.info.nih.gov.ij) statt.

Vor der Applikation eines Vasokonstriktors wurde fur 60 sec alle 5 sec ein Bild
aufgezeichnet. Im Rahmen der Untersuchungen der descendierenden Vasa recta wurde Ang Il
(107 mol/l) und zur Untersuchung der afferenten Arteriolen Ang Il (107 mol/l), NA (10°
mol/l), ET-1 (107 mol/l), ATP (10 mol/l) oder L-NAME (10* mol/l) appliziert und
anschlieBend wurde die Pericyten-vermittelte Verdnderung des GefalRdurchmessers in den
descendierenden Vasa recta oder die Anderung des GefaRdurchmessers afferenter Arteriolen
gemessen. L-NAME (10 mol/l) wurde 15 min vor Beginn der Messungen in der Lésung
inkubiert. Maogliche Veranderungen im GefaRdurchmesser wurden weitere 4 min

aufgezeichnet.

Uberpriifung der Uberlebensfahigkeit der Nierenschnitte

Nachdem die Schnitte mit Carbogen (Kontrolle) oder in der Hypoxiekammer (Hypoxie)
behandelt wurden, wurden diese zur Herstellung von Paraffinblocken genutzt. Von den
Paraffinblocken wurden 2,5 um dicke Schnitte angefertigt und zur Apoptosedetektion mit
dem Click-iT® Plus TUNEL Assay (Life Technology, Darmstadt, Deutschland) oder zur
Nekrosedetektion, mittels H&E-Farbung, eingesetzt. Anschlieend wurde mit dem rabbit anti-
a-smooth muscle actin Antikorper (1:100; NOVUS Biologicals, Wiesbaden, Deutschland) die
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Zellwand von Gefdllen und mit Hoechst 33342 (Milltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,
Deutschland) die Zellkerne markiert. Eine Visualisierung der Schnitte fand mit dem Olympus
IX81 Mikroskop (Olympus, Hamburg, Deutschland) satt.

Isolation von descendierenden Vasa recta und afferenter Arteriolen fiir g°PCR
Descendierende Vasa recta der Ratte und afferente Arteriolen der Maus wurden (ber die
Eisenperfusions-Methode isoliert, die es ermoglichte die mit Eisenpartikel gefillten

vaskularen Strukturen des Nierenmarks und der Nierenrinde von den Tubuli zu trennen.*®

Die isolierten descendierenden Vasa recta der Ratte wurden anschlieBend zur NADPH-
Oxidaseenzym-Expressionsanalyse (NOX1, NOX2 und NOX4) und NOS mRNA-
Expressionsanalyse (nNOS, eNOS und iNOS) mittels gPCR genutzt. In den isolierten
afferenten Arteriolen der Maus wurde mittels gPCR ebenfalls die NADPH-Oxidaseenzym-
MRNA bestimmt, als auch die mRNA der Angiotensinrezeptoruntereinheiten 1a, 1b und des
Angiotensinrezeptor 2. Die Aufbereitung der RNA bis hin zur qPCR wurde identisch
durchgefuhrt, wie in [P1].

Messung der Superoxiddismutase-Aktivitat in lebenden Schnitten der Maus

Die lebenden Nierenschnitte wurden nach der Kontroll- und hypoxischer Behandlung
gesammelt und mittels FastPrep FP120 (Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland)
homogenisiert. Zur Bestimmung der Aktivitdt der Superoxiddismutase wurde das
Superoxiddismutase Assay Kit von Cayman Chemical (706002) nach Herstellerangaben
genutzt. Die Messung des Proteingehaltes wurde mit dem NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific) durchgefihrt.

Statistik

Zur Analyse normalverteilter Gruppen wurde der D Agostino Pearson Test angewendet und
beim Vergleich zweier Gruppen der Mann-Whitney Test. Fur die Analyse unabhéngiger
Gruppen wurde die Ein-Wege ANOVA verwendet. Es wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit

von P<0,05 angenommen.
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Ergebnisse

Der Effekt von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Vasodilatation renaler interlobarer
Gefale der Ratte

Hypoxie/Reoxygenierung vermindert die Vasodilatation renaler interlobarer GefaRe

Die ILA zeigten nach H/R eine eingeschréankte Vasodilatation auf ACh (ECso: 2,4*107 mol/I
Kontrolle vs. 4,8%107 mol/l Hypoxie; P=0,004, [P1] Fig. 2A). Zur Uberpriifung, ob
endothelabhéngige, vasodilatatorische Systeme fiir den Hypoxie-Effekt verantwortlich sind,
wurden L-NAME zur NOS-Inhibition, Indomethacin zur COX-Inhibition, TRAM34 und UCL
1684 zur Inhibition der Calcium-aktivierten Kaliumkanéle Kcas1 und Kcaz1 genutzt ([P1] Fig.
2B; 2C; 2D). Der Hypoxie-Effekt konnte durch die Inhibition dieser Systeme nicht
aufgehoben werden. Durch den Einsatz von L-NAME konnte allerdings eine Reduktion des
maximalen ACh-Effekts nach H/R festgestellt werden (62,3 + 4,9% Kontrolle vs. 36,2 £ 5,2%
Hypoxie, P=0,007 [P1] Fig. 2B). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die Expression der
INOS- (0,45-fach; P=0,025) und eNOS-mRNA (0,34-fach; P=0,026) nach H/R in den ILA
herunterreguliert wurde ([P1] Fig. 2E).

Durch den Einsatz von SNP wurde untersucht, ob Signalwege in der glatten Gefa3muskulatur
unter H/R betroffen sind. H/R fuhrte auch hier zu einer verminderten Vasodilatation der ILA
(ECso: 3,3*10°® mol/l Kontrolle vs. 9,4*10°® mol/l Hypoxie; P=0,01, [P1] Fig. 3A), was auf
eine Veranderung in den Signalwegen der glatten Muskulatur nach H/R hindeutet. Eine
Untersuchung der Wandsteifheit der ILA zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen ([P1] Fig. 3B)

Hypoxie/Reoxygenierung hat keinen Einfluss auf die Superoxidkonzentration in renalen
interlobaren Gefélien

Durch den Einsatz von 4-Hydroxy-TEMPO (Tempol) wahrend H/R, wurde der Hypoxie-
Effekt nicht aufgehoben (ECso: 3,3*10® mol/I Kontrolle vs. 6,8*10® mol/l Hypoxie; P=0,033,
[P1] Fig. 4C). Eine verminderte Vasodilatation der ILA auf SNP blieb weiterhin bestehen.
Eine Messung der Superoxidkonzentration in den Ringen der ILA mittels DHE-Fluoreszenz
zeigte keinen Unterschied zwischen der Kontroll- und Hypoxie-Gruppe ([P1] Fig. 4A; 4B).
Die Bestimmung der Expression der NADPH-Oxidase-Enzyme NOX1, NOX2 und NOX4

zeigte ebenfalls keine Veranderung nach H/R ([P1] Fig. 4D).
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Hypoxie/Reoxygenierung verursacht eine verminderte cGMP-Bioverfligbarkeit in renalen
interlobaren Gefélien

Eine dosisabhdngige Inhibition der PDE5 mittels Sildenafil nach H/R fiihrte zu einer
verminderten Vasodilatation der ILA im Vergleich zur Kontrolle (ECsy: 1,2%10° mol/l
Kontrolle vs. 7,1*10°® mol/l Hypoxie; P=0,001, [P1] Fig. 5A). Der dosisabhangige Einsatz des
cGMP-Analogs 8-Br-cGMP zeigte zwischen den beiden Versuchsgruppen keine Unterschiede
([P1] Fig. 5B). Der Botenstoff cGMP, welcher die Vasodilatation der glatten
Gefalmuskulatur bewirkt ist im Vergleich zur Kontrolle nach H/R veréandert (0,52 + 0,04
pmol/ml Kontrolle vs. 0,29 £ 0,05 pmol/ml Hypoxie; P=0,017; [P1] Fig. 5C).

Die Inhibition der PKG durch DT-2 konnte die verminderte VVasodilatation der ILA auf SNP
nach H/R nicht aufheben (ECsy: 2,1*10° mol/l Kontrolle vs. 4,9*10® mol/l Hypoxie;
P=0,013, [P1] Fig. 6A).

sGC-Inhibition hebt den Hypoxie-/Reoxygenierungseffekt auf

Durch den Einsatz von ODQ, einem sGC-Inhibitor wurde der H/R-Effekt aufgehoben.
Zwischen der Kontroll- und Hypoxiegruppe gab es keine signifikanten Unterschiede in der
dosisabhéngigen Vasodilatation auf ACh (Fig. [P1] 6B). Der Effekt von H/R auf die

Vasodilatation kann demnach durch eine Fehlfunktion der sGC verursacht sein.

Der Effekt von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Funktion der Geféalle im Nierenmark und

der Nierenrinde

Signifikant erhdhte Vasokonstriktion von Geféalien im Nierenmark und der Nierenrinde nach
Hypoxie/Reoxygenierung

In den lebenden Nierenschnitten der Ratte wurden im Vergleich zwischen der
Carbogenbehandlung von 60 min und der Hypoxiebehandlung von 60 und 90 min keine
signifikanten Unterschiede in der VVasokonstriktion der descendierenden Vasa recta auf Ang Il
detektiert. Allerdings bestand nach H/R von 60 min eine signifikant hohere Vasokonstriktion
der descendierenden Vasa recta auf Ang Il im Vergleich zur Carbogenbehandlung von 90 min
([P2] Fig. 4).

In den lebenden Nierenschnitten der Maus losten Ang Il, NA, ET-1 und ATP eine

Vasokonstriktion afferenter Arteriolen unter Kontrollbedingungen aus ([P3] Fig. 3A). Die
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NOS-Inhibition durch L-NAME fuhrte zu einer verstarkten Vasokonstriktion afferenter
Arteriolen auf Ang Il, im Vergleich zu den Versuchen ohne NOS-Inhibition ([P3] Fig. 3B).
Eine maximale Vasokonstriktion der afferenten Arteriolen wurde nach 90 min Hypoxie und
20 min Reoxygenierung beobachtet. Eine Reoxygenierungsphase von 10 min ging mit
ahnlicher GefaRkontraktion einher, im Vergleich der drei verschiedenen Hypoxiezeiten. Im
Vergleich zu der Reoxygenierungszeit von 10 min nahm die Vasokonstriktion afferenter
Arteriolen auf Ang Il bei 20 min Reoxygenierung im Vergleich von 30, 60 und 90 min
Hypoxie zu ([P3] Fig. 4A; 4B).

Lebensfahigkeit von Nierenschnitten nach Hypoxie/Reoxygenierung- und
Carbogenbehandlung

Mit Hilfe der H&E-Farbung konnte in den paraffinierten Nierenschnitten eine milde Zunahme
nekrotischer Zellen nach 60 und 90 min H/R- und nach 90 min Carbogenbehandlung im
Nierenmark und nach 30 und 60 min H/R in der Nierenrinde nachgewiesen werden ([P2] Fig.
2A; 2B; 2C; [P3] Fig. 1C). Mittels der TUNEL-Farbung konnte eine Zunahme apoptotischer
Zellen in den lebenden Nierenschnitten gezeigt werden. Die Ergebnisse korrespondieren mit
denjenigen Befunden, die auf Basis der H&E-Farbung erstellt wurden ([P2] Fig. 2D; 2E). Mit
der TUNEL-Férbung konnte eine Zunahme apoptotischer Zellen im Nierenmark nach 90-
minutiger Carbogenbehandlung im  Vergleich zu 60-minutiger Carbogen- oder
Hypoxiebehandlung beobachtet werden. Zusétzlich war die Anzahl apoptotischer Zellen im
Nierenmark nach 90-mindtiger Hypoxiebehandlung hoher, als nach einer 60-minutigen
Carbogenbehandlung ([P2] Fig. 2D). In der Nierenrinde konnte ab einer Behandlung von 60
min mit hypoxischen Gas eine signifikante Zunahme apoptotischer Zellen im Vergleich zu
60- und 90-mindtiger Carbogenbehandlung nachgewiesen werden ([P2] Fig. 2E). Eine
Coexpression von anti-a-smooth muscle actin mit der TUNEL-Farbung wurde nicht
beobachtet ([P2] Fig 3D).

Hypoxie/Reoxygenierung fuhrt zu differenzierter Expression von radikalbildenden Enzymen

Es wurde die Expression der NADPH-Oxidaseenzyme NOX1, NOX2 und NOX4 in isolierten
renalen Gefalen des Nierenmarks und der Nierenrinde nach H/R im Vergleich zur
Carbogenbehandlung bestimmt. In den descendierenden Vasa recta der Ratte konnten keine
Expressionsverdnderungen gemessen werden ([P2] Fig. 5). Im Vergleich dazu zeigte sich in
den afferenten Arteriolen der Maus nach H/R eine signifikante Hochregulation der NOX2 und

eine signifikante Runterregulation der NOX4 im Vergleich zur Kontrolle ([P3] Fig. 6B). Eine
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Messung der Superoxiddismutase-Aktivitat in lebenden Nierenschnitten der Maus zeigte eine
signifikante Aktivitdtsabnahme nach 90 min Hypoxie und 20 min Reoxygenierung im

Vergleich zur Kontrolle ([P3] Fig. 7).

Zusatzlich wurde im Nierenmark die mMRNA-Expression der drei NOS-Enzyme eNOS, nNOS
und iINOS ermittelt. Alle drei Isoformen wurden in den isolierten descendierenden Vasa recta
nach H/R signifikant herunter reguliert ([P2] Fig. 5). Die Bestimmung der mRNA Expression
der Ang Ill-Rezeptoruntereinheiten in den isolierten afferenten Arteriolen zeigte keine

Verénderung nach einer Hypoxie von 60 min ([P3] Fig. 6A).
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Diskussion

Der Effekt von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Vasodilatation renaler interlobarer
Geféalle der Ratte

Mit der Arbeit [P1] konnte gezeigt werden, dass Hypoxie und anschlieBende Reoxygenierung
zu einer verminderten Vasodilatation der ILA der Ratte fihren. Diese verminderte
Vasodilatation ist endothelunabhdngig und vermutlich auf einer Beeintrdchtigung der
Funktion der sGC in der glatten GefaBmuskulatur zurtickzufthren.

Die renalen GefaRe sind Effektoren des sympathischen und des Renin-Angiotensin-Systems
sowie Zielorgan anderer lokaler vasoaktiver Systeme. Diese dadurch vermittelte
Vasokonstriktion spielt bei der Pathogenese des IRI eine herausragende Rolle. Renale GeféaRe
konnen aber auch durch Ischdmie und Reperfusion in ihrer Funktion gestort werden. Der
Gefaltonus ist von dem Verhéltnis der Vasokonstriktoren zu -dilatatoren abhéngig. Dabei
spielen auch die vom GefaR selbst in groRer Menge produzierten vasoaktiven Substanzen eine
Rolle. In isolierten renalen Arterien verstarkt H/R die Reaktivitat zu Ang 11.** Dieser H/R-
Effekt kann durch eine gesteigerte Vasoreaktivitdt nach H/R, Verschlechterung der
Vasodilatation oder der Kombination aus beidem entstehen. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass Hemmung verschiedener endothelialer vasodilatatorischer
Systeme den H/R-Effekt einer verminderten Vasodilatation auf ACh nicht aufheben kann.
Eine Blockade der NO-Synthese fihrte sogar zu einer verhéltnismalig geringeren
Vasodilatation in der H/R-Gruppe, was auf eine erhdhte NO-Bioverfligbarkeit in den H/R-
behandelten Geféallen schlieBen l&sst. Eine erhdhte NO-Bioverfiigbarkeit nach H/R wurde
auch in anderen Studien beschrieben.***" Es wurde auch gezeigt, dass die COX-produzierten
Dilatatoren nicht an der verminderten Vasodilatation nach H/R beteiligt sind. Dieses System
spielt im Rahmen der endothelial-vermittelten Vasodilatation eine untergeordnete Rolle, wie
Beobachtungen an isolierten renalen Arterien der Ratte und perfundierten afferenten
Arteriolen zeigen.*®* Allerdings waren in vivo Versuche an Ratten erfolgreicher, in denen auf
eine Beteiligung der COX zu 20 bis 40% an der renalen Perfusion geschlussfolgert wurde.*
Madglicherweise sind Faktoren dafiir notwendig, die sich in isolierten GefalRen nicht mehr
finden. EDHFs wurden als weitere wichtige Komponenten endothelialer Vasodilatation von
Gefalien beschrieben. Zwei wichtige Calcium-aktivierte Kaliumkanale (Kcas.1, Kcaz.1) wurden

in der vorliegenden Arbeit nach H/R untersucht, allerdings konnte deren Inhibition die
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verminderte Vasodilatation ebenfalls nicht aufheben und somit eine Beteiligung von EDHFs
weitestgehend ausgeschlossen werden.

Eine Verschlechterung der Vasodilatation der ILA nach H/R wurde nur in GefaRen
beobachtet, die wahrend der hypoxischen Phase mit einer nicht-konstriktorischen NA-Dosis
behandelt wurden. Auch in anderen Versuchen an ILA der Maus war der H/R-Effekt auf die
Ang ll-induzierte Vasokonstriktion von der NA-Behandlung abhangig.?* Der Einfluss einer
adrenergen Stimulation unter physiologischen Bedingungen und bei Hypoxie auf die Ang I1-
Antwort wurde bisher wenig untersucht. Langzeitbehandlung mit NA beeintrachtigte die
Vasodilatation von Arteriolen der Ratte in Abwesenheit von NA. Dies wurde auf
mechanoadaptative  Mechanismen der glatten GefaBsmuskelzellen  zuriickgefiihrt.*!
Veranderungen in der Struktur glatter Gefalmuskelzellen der ILA nach H/R treten vermutlich
in unserem Modell nicht auf, wie die Untersuchung der GefaRsteifheit zeigte. Im
Zusammenhang mit dem IRI wird sehr hdufig von der Entstehung von oxidativen Stress
berichtet.”? Messungen der DHE-Fluoreszenz und der Messung der NADPH-Oxidase-mRNA-
Expression sprechen allerdings gegen oxidativen Stress in unserem Modell. Auch die
Ergebnisse der Tempol-Behandlung unterstiitzen die Annahme oxidativen Stresses nicht.
Allerdings wurden mit den Untersuchungen vorrangig Superoxide getestet, und deshalb sind
andere reaktive Sauerstoffspezien in diesem Zusammenhang nicht auszuschlieRen. Letztlich
weisen die Ergebnisse auf eine untergeordnete Rolle des Endothels und von reaktiven
Sauerstoffspezien im pathogenetischen Geschehen im verwendeten H/R-Modell hin. Zur
weiteren Aufklarung des Mechanismus des H/R-Effektes wurde eine endothelunabhédngige
Stimulation der GefaRdilatation mit dem NO-Donor SNP vorgenommen. Die Vasodilatation
nach H/R war vermindert. Das Schlisselenzym fiir die NO-induzierte Vasodilatation der
glatten GefaBmuskulatur ist die SGC, welche die Bildung von cGMP katalysiert.?> Der Abbau
des cGMP wird durch PDES befordert. In der vorliegenden Arbeit sahen wir eine verminderte
Vasodilatation der ILA bei Inhibition der PDE5 nach H/R. Dieses Ergebnis deutet auf eine
niedrige  ¢cGMP-Produktion durch die sGC, eine verringerte PDES-Aktivitat oder
Veranderungen in nachgeschalteten Signalwegen hin. 8-Br-cGMP, ein stabiles cGMP-
Derivat, relaxierte ILA erst bei sehr hohen Konzentrationen, die keine Interpretation dieser
Ergebnisse erlauben. Eine Inhibition der PKG, einem Enzym der cGMP-nachgeschalteten
Signalwege, konnte die verminderte Vasodilatation nicht aufheben. Die cGMP-Konzentration
war in den ILA nach H/R signifikant niedriger als bei den Kontrollen. Dies liel} vermuten,
dass H/R zu einer Funktionseinschrankung der sGC fuhrt. Die Vermutung wurde durch

Experimente mit funktioneller Blockade der sGC bestétigt. Ein solcher Funktionsverlust kann
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ein wichtiger pathologischer Faktor fir die verminderte renale Perfusion nach einer Ischamie

sein und zum IRI beitragen.

Der Effekt von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Funktion der Geféalle im Nierenmark und

der Nierenrinde

In den Arbeiten [P2] und [P3] wurde gezeigt, dass H/R die Ang IlI-Antwort von
descendierenden Vasa recta und afferenten Arteriolen lebender Nierenschnitte steigert. In
afferenten Arteriolen beeinflusst die Dauer der Reoxygenierung die Starke der

Vasokonstriktion.

Die descendierenden Vasa recta kontrahierten nach 90 min Hypoxie und 10 min
Reoxygenierung starker auf Ang Il als die entsprechenden Kontrollen. Die afferenten
Arteriolen in den Nierenschnitten zeigten eine verstarkte Antwort auf Ang Il, wobei bei einer
Reoxygenierungsphase von 20 min die Starke mit zunehmender Hypoxiezeit anstieg. Die
afferenten Arteriolen des in situ Modells antworteten auf Ang Il, NA, ET-1 und ATP mit
einer Vasokonstriktion, was auch schon in anderen Studien an isolierten GefélRen und
juxtamedullaren Nephronen gezeigt werden konnte.**® Das in situ Modell hat den Vorteil,
dass die Arteriolen noch von den Nierentubuli umgeben sind und somit der Einfluss des
umgebenden Gewebes auf die GefalRfunktion beobachtet werden kann. Die Nierentubuli sind
verantwortlich fir die Freisetzung vasoaktiver Substanzen, was die Funktion des Nierenmarks
und der Nierenrinde beeinflusst. Wéhrend einer hypoxischen Schadigung der Niere verandert
sich die metabolische Zusammensetzung, als auch die Sekretion vasoaktiver Substanzen. Dies
sollte die mikrovaskuldre Funktion beeinflussen. Ang 1l und das NO beeinflussen
entscheidend den GefaRtonus in der Niere.”*® Sie sind moglicherweise auch bei IRI
entscheidende Komponenten der Pathogenese. Folglich verbessert Ang 1l-Rezeptor-
Hemmung die renale Funktion nach einem Ischdmie-Reperfusionsschaden. Nach Ischamie
und Reoxygenierung ist auch oxidativer Stress zu erwarten. Der Radikaluberschuss kann die
Bioverfligbarkeit von NO vermindern und somit eine verstarkte Vasokonstriktion renaler
GefaRe bewirken.?®*"*° Dies wiirde auch die verzogerte Wiederherstellung eines normalen
Vasotonus nach Hypoxie in der Reoxygenierungsphase bei Ischdmie- und Reperfusionsphase
erklaren. Eine lokale Aktivierung von Ang Il wéhrend eines Ischamie-Referfusionsschadens
fiihrte in anderen Studien zur Aktivierung der NADPH-Oxidase, welche eine Hauptquelle der

ROS ist.**° In den descendierenden Vasa recta war die NADPH-Oxidase-mRNA-Expression
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nicht signifikant verandert. ROS-Konzentrationen oder Enzymaktivitaten wurden nicht
gemessen. Die in vitro Situation der Messung spiegelt moglicherweise die mehr komplexe
Situation in vivo nicht wider. Es kann deshalb oxidativer Stress in der in vivo Situation nicht
ausgeschlossen werden. Im Gegensatz zu den isolierten descendierenden Vasa recta war in
den isolierten afferenten Arteriolen die NOX2-mRNA-Expression nach H/R erhoht und die
NOX4-mRNA-Expression erniedrigt. Dieses Ergebnis spricht fir eine verénderte ROS-
Produktion in afferenten Arteriolen nach Hypoxie. Es ist bekannt, dass NOX4 vasoprotektiv
wirkt,>* wahrend sowohl NOX1-, als auch NOX2-Aktivierung eine endotheliale Fehlfunktion
unterstiitzen kdnnen.*>>* Nach H/R war die Aktivitat der SOD afferenter Arteriolen reduziert.
Dies unterstltzt die Annahme erhéhter Superoxidkonzentration und kann fur die gesteigerte
Ang Il-induzierte Antwort verantwortlich sein.

Es wurde auch geprift, ob H/R die Expression von NO-Synthasen beeinflusst. In den
isolierten descendierenden Vasa recta zeigte sich eine signifikante Herunterregulation der
NOS-Isoformen, wie sie auch von anderen Studien bekannt ist.”> Die Aktivitdt von nNOS
wird als ein direkter Sauerstoffindikator genutzt, wobei eine reduzierte Aktivitat einen
reduzierten Sauerstoffgehalt widerspiegelt.”® Die verminderte NOS-mRNA-Expression kann
die Ursache einer verminderten NO-Bioverfugbarkeit und damit einer verstarkten
Vasokonstriktion nach 90 Minuten Hypoxie in descendierenden Vasa recta sein.

Verdnderte Rezeptorexpression oder Signalwege kommen auch als Ursache fur die erhohte
Kontraktilitdt auf Ang Il in Frage. In den afferenten Arteriolen war die Expression der Ang I1-
Rezeptoren nach H/R nicht verdndert. Andere Studien sahen jedoch eine Herunterregulation
der AT;R-mRNA-Expression nach Ischamie/Reperfusion.**

Die Befunde zur Vasoreaktivitit in decendierenden Vasa recta und afferenten Arteriolen
weisen auf eine wichtige pathogenetische Rolle beim IRI und bei der Entstehung eines AKI
hin. Der Mechanismus ist moglicherweise vom Einfluss des umgebenden Nierengewebes

unabhangig.

Methode des Nierenschnittes

Um die Uberlebensfahigkeit der Nierenschnitte fiir das in situ Modell zu bestimmen, wurden
H&E- und TUNEL-Farbungen durchgefihrt. In den Nierenschnitten konnte das Auftreten
einer Nekrose und Apoptose detektiert werden. Im Nierenmark wurde nach einer
Carbogenbehandlung von 90 min ein signifikant hoherer Anteil apoptotischer Zellen gesehen,
im Vergleich zu einer Hypoxiebehandlung von 60 min. Der hohe Anteil apoptotischer Zellen

im Nierenmark kénnte nach der Carbogenbehandlung fir die beobachtete Abschwéchung der
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kontraktilen Funktion der descendierenden Vasa recta verantwortlich sein. In der Nierenrinde
wurde mit der La&nge der Hypoxie eine signifikante Zunahme der Gewebeschadigung
ermittelt. Die Schaden waren auch groRer im Vergleich zur 60 und 90 min
Carbogenbehandlung. Aufgrund der Ergebnisse wurde geschlussfolgert, dass das Uberleben
der Nierenschnitte auf 90 min begrenzt ist. Bei den Untersuchungen des Nierenmarkgewebes
konnte keine Coexpression von a-smooth-muscle-actin in den Perizyten der descendierenden
Vasa recta und TUNEL festgestellt werden. Der Fund weist auf wenig Zellapoptose in den
descendierenden Vasa recta und damit hohere Resistenz gegeniliber Hypoxie im Vergleich zu
den tubuléren Zellen hin.

Schlussfolgerung

Die verminderte vasodilatatorische Antwort grol3er renaler LeitungsgefaRe und die verstarkte
vasokonstriktorische Antwort renaler MikrogefaRe nach H/R, tragen zu erhohtem renalem
vaskularem Widerstand und zur Pathogenese des IRI bei. Beide Befunde unterstitzen die
Annahme einer kritischen Rolle des GefaR- bzw. MikrogefaRsystems bei der verzdgerten
Wiederherstellung der renalen Perfusion nach einer Ischdmie. Wir zeigen hier, dass
insbesondere die glatte GefaBmuskulatur nach Hypoxie funktionell veréndert ist. Die hier
herausgearbeitete Rolle der sGC in der Genese verminderter Vasodilatation er6ffnet Ansatze

flr Pravention und Therapie von IRl und AKI.
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Ischemia/reperfusion injury holds a key position in many pathological conditions such
as acute kidney injury and in the transition to chronic stages of renal damage. We
hypothesized that besides a reported disproportional activation of vasoconstrictor
response, hypoxia/reoxygenation (H/R) adversely affects endothelial dilatory systems
and impairs relaxation in renal arteries. Rat renal interlobar arteries were studied
under isometric conditions. Hypoxia was induced by application of 95% N», 5%
CO, for 60 min to the bath solution, followed by a 10 min period of reoxygenation
(95% O, 5% COy). The effect of H/R on relaxation was assessed using various
inhibitors of endothelial dilatory systems. mRNA expression of phosphodiesterase
5 (PDE5), NADPH oxidases (NOX), and nitric oxide synthase (NOS) isoforms were
determined using gRT-PCR; cGMP was assayed with direct cGMP ELISA. Acetylcholine
induced relaxation was impaired after H/R. Inhibition of the NOS isoforms with
L-NAME, and cyclooxygenases (COXs) by indomethacin did not abolish the H/R
effect. Moreover, blocking the calcium activated potassium channels Kgaz1 and
Kcaz.1, the main mediators of the endothelium-derived hyperpolarizing factor, with
TRAMB34 and UCL 1684, respectively, showed similar effects in H/R and control. Arterial
stiffness did not differ comparing H/R with controls, indicating no impact of H/R on
passive vessel properties. Moreover, superoxide was not responsible for the observed
H/R effect. Remarkably, H/R attenuated the endothelium-independent relaxation by
sodium nitroprusside, suggesting endothelium-independent mechanisms of H/R action.
Investigating the signaling downstream of NO revealed significantly decreased cGMP
and impaired relaxation during PDES inhibition with sildenafil after H/R. Inhibition of PKG,
the target of cGMP, did not normalize SNP-induced relaxation following H/R. However,
the soluble guanylyl cyclase (sGC) inhibitor ODQ abolished the H/R effect on relaxation.
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The mRNA expressions of the endothelial and the inducible NOS were reduced. NOX
and PDE5 mRNA were similarly expressed in H/R and control. Our results provide new
evidence that impaired renal artery relaxation after H/R is due to a dysregulation of
sGC leading to decreased cGMP levels. The presented mechanism might contribute
to an insufficient renal reperfusion after ischemia and should be considered in its

pathophysiology.

Keywords: hypoxia, ischemia/reperfusion injury, nitric oxide, cGMP, sGC, vascular smooth muscle, relaxation

INTRODUCTION

Its function and anatomical structure render the kidney very
susceptible to ischemia/reperfusion injury (IRI). IRI has been
reported in renal transplantation and, amongst others, in the
development of acute kidney injury (AKI), diabetic nephropathy
and contrast agent-induced nephropathy (Reuter and Mrowka,
2015; Maringer and Sims-Lucas, 2016). IRI may result from
insufficient renal perfusion of different origin, followed by the re-
establishment of blood flow (Le Dorze et al., 2009). In contrast to
many other organs, where ischemia is followed by an exaggerated
flow in the reperfusion period, renal blood flow re-establishes
slowly over a period of many minutes (Schneider et al., 2010;
Cantow et al., 2017). Moreover, no-reflow phenomenon has
been described in IRI experiments (Patschan et al, 2012).
This delayed restoration of renal blood flow after ischemia
may reflect kidney specific blood vessel properties and/or
interactions of renal vasculature with the surrounding tubules.
In addition, renal vasculature may be affected by the activation
of the sympathetic nervous system and the renin-angiotensin
system (RAS) resulting in an increased vascular resistance
in IRI (Kontogiannis and Burns, 1998; Mutoh et al., 2014).
Experiments in isolated renal arteries of mice revealed increased
reactivity to angiotensin II (Ang II) after hypoxia/reoxygenation
(H/R) in the presence of norepinephrine (NE) in physiological
concentrations, supporting the idea of a concerted action of both
systems on renal vascular tone. H/R may modify vessel function
by several mechanisms. Besides the proposed disproportional
activation of vasoconstrictor systems and a potential increase
in oxidative stress including enhanced superoxide levels,
endothelial dilatory systems could be equally affected by H/R
(Jankauskas et al., 2016; Pahlitzsch et al., 2018). However,
no data exist regarding the direct influence of H/R on renal
vessel relaxation. Endothelial-derived vasoactive substances,
such as nitric oxide (NO), cyclooxygenase (COX)-synthesized
prostaglandins or the endothelial-derived hyperpolarizing factor
(EDHF) might be responsible for the vasodilatory response
following H/R. The gasotransmitter NO is a potent vasodilator
and exerts its vasodilatory effects via different pathways.
Endogenously produced NO diffuses to vascular smooth muscle
cells (VSMCs), where it initiates relaxation mainly via the soluble
guanylyl cyclase/cyclic GMP/PKG (sGC/cGMP/PKG) pathway
(Denninger and Marletta, 1999). H/R might compromise any
step of this pathway leading to impaired relaxation. Interestingly,
the effect of H/R on the balance of vasoconstriction and
relaxation is sparsely investigated in the pathophysiology of

IRL In the present study, we aimed at investigating the vascular
effects of H/R in the presence of physiological NE concentrations
in a rat model of renal arterial vessels [interlobar arteries
(ILAs)] and studied endothelium-dependent and independent
relaxation. Results indicate that H/R impairs relaxation via
endothelium-independent mechanisms, adversely affecting
sGC/cGMP signaling. We therefore propose that unbalanced
vasodilator systems in contrast to enhanced vasoconstriction
should be reassessed concerning the pathophysiology of IRI and
considered in future studies of the renal vasculature.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Animals

Male Sprague-Dawley rats (purchased from Charles River,
Sulzfeld, Germany) (270-400 g, 10 weeks of age, n = 140)
were included in the study. The animals were given food and
water ad libitum. They were housed in the animal house of the
Charité - Universititsmedizin Berlin at a controlled ambient
temperature of 22°C with 50% =+ 10% relative humidity and
with a 12-h light/12-h dark cycle. Protocols and animal handling
were in accordance with the NIH Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals. Experiments were approved by the
Office for Health and Social Matters of Berlin (Berlin, Germany,
T0061/08).

Chemicals
The following drugs were used: acetylcholine (ACh),
phenylephrine (PE), sodium nitroprusside (SNP), NE,

L-NAME (Nw-nitro-L-arginine methylester hydrochloride),
indomethacin, TRAM34 (1-[(2-chlorophenyl)diphenylmethyl]-
1H-pyrazole), UCL 1684  (6,12,19,20,25,26-hexahydro-

5,27:13,18:21,24-trietheno-11,7-metheno-7H-dibenzo [b,n]
[1,5,12,16] tetraazacyclotricosine-5,13-diium  dibromide),
sildenafil ~ citrate, 4-hydroxy-TEMPO, 8-bromoguanosine

3',5'-cyclic monophosphate sodium salt (8-Br-cGMP) ODQ
(1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one) ~ and  DT-2
trifluoroacetate salt (DT-2). All substances were obtained from
Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany) with the exception
of indomethacin, ODQ (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor, MI, United States) and sildenafil citrate (Biomol GmbH,
Hamburg, Germany). Distillated water was used to prepare
the chemical solutions, except for indomethacin, TRAM34,
UCL 1684, ODQ and sildenafil citrate, which were dissolved in
>99.7% dimethyl sulfoxide (DMSO). The final concentration
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of DMSO was below 0.1% in all of the experiments. SNP was
dissolved in distillated water immediately before start of the
experiment in lightproof tubes. Concentrations are given as final
molar concentration in the bath solution.

Preparation of Rat Interlobar Arteries

The animals were killed by decapitation under isoflurane.
The kidneys were removed immediately and placed in cold
preparation solution (146 mmol/NaCl, 4.5 mmol/l KCI, 1.2
mmol/l NaH,PO4*2H,0, 1 mmol/l MgSO4*7H,0, 5.5 mmol/l
glucose, 0.025 mmol/l Na (EDTA), 5 mmol/l HEPES, and 0.1
mmol/l CaCl,*2H,0; pH 7.4). Kidneys were sliced along the
main axis of tubular and vascular structures. ILA were dissected
and arterial sections (length: 2 mm) were isolated.

Measurements of Vascular Responses

Interlobar arteries were mounted on 40-jum stainless steel wires
in a small vessel myograph (model 410A, DMT, Denmark) filled
with cold preparation solution. After mounting, the solution
was changed to experimental solution (119 mmol NaCl, 4.7
mmol/l KCl, 1.2 mmol/l KH,POy4, 1.2 mmol/l MgSO4*7H,O0,
6.1 mmol/l glucose, 25 mmol/l NaHCO3, and 2.5 mmol/l
CaCl,*2H,0; pH 7.4). The myograph was heated up to 37°C
under unlimited gas flow of carbogen (95% O, 5% CO,).
Thereafter, vessels underwent a normalization procedure to an
internal circumference equivalent to 90% of that produced under
an intramural pressure of 100 mmHg. The viability of ILA was
demonstrated by application of K-PSS (123.7 mmol/l KCI, 1.2
mmol/l KH,POy, 1.2 mmol/l MgSO4*7H,0, 6.1 mmol/l glucose,
25 mmol/l NaHCO3 and 2.5 mmol/l CaCl,*2H,0; pH 7.4).
Endothelial function was tested by cumulative concentration-
response relationships to ACh (10~? to 10~> mol/l) on arteries
precontracted with PE to 50-70% of the maximum arterial
force to K-PSS. Only arteries showing complete contraction
to K-PSS and relaxation (>70%) to ACh were used for the
subsequent experiments. In initial experiments, the effect of
pO, on vasoreactivity was tested and ILA exposed to either
ambient Oz (21% O) or carbogen (95% O,). For all following
experiments, ILA were exposed to hypoxic gas (95% Nj, 5%
CO,) or carbogen (control) for 60 min followed by 10 min of
reoxygenation with carbogen. NE in a non-pressor concentration
(10~? mol/l) was applied during the hypoxic and the control
situation to simulate a sympathetic activity. NE was washed
out during the reoxygenation period. Data were digitized using
PowerLab system (ADinstruments, Spechbach, Germany).

Measurements of Endothelial Dilatory

Function

Figure 1 represents a scheme to illustrate the protocols used to
investigate the endothelium-independent pathways and to affect
the NO/sGC/cGMP signaling.

L-NAME [inhibitor of endothelial NO synthase (eNOS),
inducible NOS (iNOS), and neuronal NOS (nNOS), 10~ % mol/l],
or indomethacin (inhibitor of COXs, 10~> mol/l), or TRAM34
(Kca3.1 blocker, 107° mol/l), UCL 1684 (Kc,2.3 blocker,
1077 mol/l) or ODQ (sGC inhibitor, 107> mol/l) were

SNP (+) NO  8-Br-cGMP
! i)
[a1p | %5 camp |- "3 amp |
Nos | () i)
i) opQ Sildenafil
L-NAME g R [:
0, PKG
T
Tempol DT-2

FIGURE 1 | lllustration of applied chemicals (bold) to affect the
NO/sGC/cGMP signaling pathway; SNP, sodium nitroprusside; NO, nitric
oxide; NOS, nitric oxide synthase; L-NAME, Nw-nitro-L-arginine methylester
hydrochloride; L-Arg, L-arginine; Op —, superoxide; GTP, guanosine
triphosphate; sGC, soluble guanylyl cyclase; ODQ,
1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one; GMP, guanosine
monophosphate; cGMP, cyclic guanosine monophosphate; 8-Br-cGMP,
8-bromoguanosine 3',5’-cyclic monophosphate sodium salt; PKG,
cGMP-dependent protein kinase; DT-2, DT-2 trifluoroacetate salt; PDE,
phosphodiesterase; tempol, 4-hydroxy-TEMPO. (*) - activation, (-) — inhibition.

applied during the entire 60 + 10 min period. Immediately
after the reoxygenation period, ACh concentration-response
relationships (10~° to 107> mol/l) were obtained from PE
precontracted ILA in the presence or absence of the mentioned
drugs.

Measurements of
Endothelium-Independent Relaxation

Sodium nitroprusside was used for endothelium-independent
induction of relaxation. Concentration-response relationships
to SNP (10~? to 10~* mol/l) were obtained from precontracted
ILA (PE), while the endothelial dilatory systems via NOS
and COX were inhibited by L-NAME (10~* mol/l) and
indomethacin (10> mol/l), respectively. To test the
role of cGMP as an important mediator of NO induced
relaxation, 8-bromoguanosine 3',5'-cyclic monophosphate
sodium salt (1078 to 3 x 10~* mol/l), a stable form of
c¢GMP, was added to precontracted ILA. The downstream
target PKG was investigated by inhibition using DT-
2 trifluoroacetate salt (10~7 mol/l). Further, a potential
role of PDE5 for the H/R effect on relaxation was tested
by applying sildenafil citrate (107% to 107> mol/l). To
exclude an influence of oxidative stress, 4-hydroxy-TEMPO
(tempol, 10~* mol/l) was added during the 60 + 10 min H/R
period.

Measurements of Vascular Wall Stiffness

Length-tension relationships were obtained by stretching the
vessels in 20 pum steps until the wall tension was 4.5 mN/mm after
the 60 + 10 min H/R period in order to investigate mechanical
properties of the VSMCs in ILA. The experimental data of each
vessel were fitted by using the equation T = T exp [beta*(IC-
1Cy)/1C]. T is the wall tension (mN/mm), T is the wall tension
at the transmural pressure of 100 mmHg, IC, is the internal
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circumference (mm) of the vessels at the transmural pressure
of 100 mmHg and IC is the internal circumference (mm) of
the vessels. The parameter beta expresses vascular wall stiffness
(Freslon and Giudicelli, 1983; Nyborg et al., 1987).

Preparation of Rat Interlobar Arteries for
Gene Expression Analysis

Isolated ILA were kept in experimental solution at 37°C in
an oxygenation chamber and were exposed to hypoxic gas or
carbogen for 60 min followed by 10 min of reoxygenation with
carbogen. NE (10~? mol/l) was applied during the hypoxic and
control period and was washed out during reoxygenation.

RNA Isolation and Quantitative PCR

The mRNA was promptly isolated. The tissue was homogenized
in lysis buffer (1.0% NP40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1%
SDS, 10 mmol/l NaF, 80 mmol/l Tris, pH 7.5) containing
enzyme inhibitors (Complete Mini; 1 tablet/1.5 ml; Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). RNA was isolated with
RNA-Bee-reagent (Biozol, Eching, Germany) and reverse
transcribed with random hexamers (High Capacity cDNA
RT-Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA, United States,
#4374966), according to the manufacturer’s protocols. QPCR
was performed using a Lightcycler LC480 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany), according to the manufacturer’s protocols
and with a StepOnePlus device (Applied Biosystems, Foster City,
CA, United States) using SYBR Green for fluorescent detection of
DNA generated during PCR, respectively. The expression levels
of mRNA were normalized to 18SrRNA and the housekeeping
gene RPL32, respectively (primer sequences: see Table 1).
Relative expressions to control situation were calculated by using
the 2~ 42 Ct-method.

Analysis of Reactive Oxygen Species
Formation and Distribution

Interlobar arteries were mounted and exposed to hypoxia or
carbogen for 60 min in the presence of NE (10~ mol/l), followed
by a reoxygenation step of 10 min. During the treatment ILA
were incubated with dihydroethidium (DHE) (2*10~> mol/l) for
30 min followed by wash-out. ILA were immediately frozen in
tissue tek (Sakura, Staufen, Germany). Cryosections (10 pm)
were counterstained with DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole,
dihydrochloride). DHE fluorescence was captured using a
Zeiss Axiophot fluorescence microscope (Zeiss Axiovert 200M,
software Axiovision 3.0). For each vessel, DHE fluorescence was
measured in four separate cryosections (four arterial rings) and
calculated from 10 separate high power fields/image using Image]
software (NIH, Bethesda, MD, United States).

Direct cGMP ELISA

Interlobar arteries were isolated (see gene expression analysis)
and exposed to hypoxia or carbogen for 60 min in the presence of
NE (10~ mol/l), followed by a reoxygenation step of 10 min. ILA
were frozen and stored at —80°C until assay. The cGMP levels in
ILA were measured using a direct cGMP ELISA kit (Enzo Life

Renal Artery and Hypoxia

Sciences, Lausen, Switzerland) according to the manufacturer’s
instruction.

Statistical Analyses

ECso were calculated by fitting the concentration-response
relationship using a non-linear four parameter logistic function.
Differences in ECsy were tested by a non-parametric Wilcoxon
test for independent variables (Sigmaplot 13.0, Systat Software
GmbH, Erkrath, Germany). If applicable, differences during the
concentration-response relationships were tested by ANOVA for
repeated measurements and non-normal distribution (Brunner
test, “R” project'). ANOVA followed by Wilcoxon test and
correction for multiple comparisons were used for testing group
differences of expression. mRNA expression data were tested by
the Mann-Whitney test. Data are presented as mean = SEM. The
n-value given in the figures corresponds to vessel number. The
confidence level P was set to 0.05.

RESULTS

Impaired Relaxation of Rat Interlobar
Arteries After H/R

To simulate the effect of H/R in the kidney, hypoxia for 60 min
and reoxygenation for 10 min were applied to isolated ILA from
rats. Initial experiments excluded adverse effects of carbogen
exposure compared to ambient pO, on vasoreactivity of ILA
(ECso: 3.3*10~% mol/l (carbogen) vs. 1.710~% mol/l (21% O),
Figure 2A).

In order to approach the in vivo situation, a non-constrictor
concentration of NE (10~ mol/l) was applied during the hypoxic
period and the respective control period. Hypoxia in presence of
NE followed by reoxygenation decreased the sensitivity to ACh
compared to control conditions [ECsq: 2.4* 10~7 mol/l (control)
vs. 4.8*10~7 mol/l (H/R); P = 0.004, Figure 2A]. Hypoxia without
NE treatment did not affect the relaxation to ACh and NE did not
affect the ACh-induced relaxation in the control group (data not
shown).

"https://www.r- project.org/

TABLE 1 | Primer for the mRNA expression studies.

Primer Forward Reverse

nNOS ATCCAGGTGGACAGAGA CCGAGGTAGGGGACTGT
CCTCGATG TCCTTCTCT

iINOS CAGGTGCTATTCCCAGCC CATTCTGTGCAGTCCCAGTG
CAACA AGGAA

eNOS CAGCACCAGACCACAGCCCC TCCTGCTGAGCCTGTGCACT

NOX1 CGTCACTCCCTTTGCTTCCT AGGCACCCGTCTCTCTACAA

NOX2 CTGCCAGTGTGTCGGAATCT ACACACCACTCCACGTTGAA

NOX4 TTGGTGAACGCCCTGAACTT TACCACCACCATGCAGACAC

18S rBRNA ACGGACCAGAGCGAAAGCAT TGTCAATCCTGTCCGTGTCC

PDESA GTCTGCCCAAACCCTTAAAA CGCTGTTTCCAGATCAGACA

RPL32 GAAAGAGCAGCACAGCTGGC TCATTCTCTTCGCTGCGTAGC
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Endothelial-Dependent Dilatory Systems
Are Not Responsible for the H/R Effect

To investigate the mechanisms behind the observed diminished
vasodilatory response to H/R (hereafter: “H/R effect”), inhibitors
of main endothelium-dependent dilatory systems were applied
during the experiment. If any of the investigated systems
is responsible for the H/R effect, the respective inhibition
should align the concentration-response-relationship of control
and H/R.

Inhibition of NO synthases (NOS) with L-NAME (10~* mol/l)
did not reverse the H/R effect [ECsp: 3.3*10~7 mol/l
(control) vs. 9.5*10~7 mol/l (H/R); P = 0.004]. However, it
significantly reduced the maximum ACh effect [relaxation
compared to PE contraction: 62.3 + 4.9% (control) vs.
36.2 £ 52% (H/R); P = 0.007 Figure 2B]. The COX
inhibitor indomethacin (107> mol/l) did not align the
concentration-response-relationships ~ of  control ~ and
H/R [ECsp: 1.6°10~7 mol/l (control) vs. 4.0°10~7 mol/l
(H/R); P = 0.005, Figure 2C]. Further, neither Kc,3.1
inhibition by TRAM34 [107° mol/l, ECsp: 2.0°10~7 mol/l
(control) vs. 4.1*10~7 mol/l (H/R); P = 0.005] nor Kc,2.1
inhibition by UCL1684 [10~7 mol/l, ECsp: 3.5*10~7 mol/l
(control) vs. 2.1*107¢ mol/l (H/R); P = 0.03] eliminated

the inhibitory effect of H/R on ACh-mediated relaxation
(Figure 2D).

H/R treatment resulted in a significant downregulation of
inducible NOS mRNA (0.45-fold; P = 0.025) and endothelial NOS
mRNA (0.34-fold; P = 0.026) in rat ILA (Figure 2E).

Impaired Vascular Smooth Muscle Cell
Function in Rat Interlobar Arteries
After H/R

After excluding that endothelial-dependent vasodilatory systems
are responsible for the observed H/R effect, the endothelium-
independent relaxation of ILA was investigated by application of
the NO donor SNP and simultaneous inhibition of endothelial-
dependent dilatory systems. H/R reduced the sensitivity of
ILA to SNP during simultaneous inhibition of NOS (L-
NAME, 104 mol/l) and COX (indomethacin, 10~° mol/l),
compared to control condition [ECsg: 3.3*10~% mol/l (control)
vs. 9.4*107% mol/l (H/R); P = 0.01, Figure 3A], indicating
that the H/R effect is independent of NO-bioavailability, but
rather depends on an impaired VSMC function. Analysis of the
vascular wall stiffness in non-stimulated vessels did not show
significant differences between H/R treated and control vessels
(Figure 3B).
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FIGURE 3 | Effect of H/R on endothelium independent relaxation in isolated rat renal ILA. (A) H/R and simultaneous inhibition of the endothelial dilatory systems did
not reverse the effect of H/R on ILA relaxation as indicated by significantly different ECsp [3.32*10~8 mol/l (control) vs. 9.37*10~8 mol/l (H/R); P < 0.05]. (B) Vascular
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Superoxide Does Not Contribute to the
H/R Effect

It was tested whether superoxide contributes to the impaired
relaxation of ILA after H/R. The superoxide dismutase mimetic
4-hydroxy-TEMPO (tempol) did not influence the impaired
relaxation to SNP during inhibition of the endothelium by
L-NAME (10~% mol/l) and indomethacin [10~° mol/l, ECsp:
3.3*10~% mol/l (control) vs. 6.8*10~% mol/l (H/R); P = 0.033,
Figure 4C|. Moreover, superoxide concentration measured
by DHE fluorescence did not significantly differ between
ILA slices from H/R and control conditions and NADPH
oxidase enzymes NOX1, NOX2, NOX4 were not differentially
expressed following H/R, further indicating no major role of
oxidative stress after H/R under these experimental conditions
(Figures 4A,B,D).

H/R Attenuates the Response to
PDES5-Inhibition and Significantly

Decreases cGMP Concentration

By using the PDES5 inhibitor sildenafil and the cell-permeable
c¢GMP analog 8-bromoguanosine 3)5’-cyclic monophosphate
sodium salt (8-Br-cGMP), it was investigated whether the
function of key enzymes in cGMP pathway changes under H/R.
The relaxation to the PDE5 inhibitor sildenafil (10~ mol/l) was
reduced in ILA after H/R compared to control conditions [ECs:
1.2*10~% mol/l (control) vs. 7.1*10~° mol/l (H/R); P = 0.001,
Figure 5A]. 8-Br-cGMP (107° to 3*10~* mol/l) relaxed ILA
similarly under H/R and control conditions (Figure 5B).

The ¢cGMP concentrations were lower after H/R compared
to the control conditions [0.52 % 0.04 pmol/ml (control) vs.
0.29 =+ 0.05 pmol/ml (H/R); P = 0.017; Figure 5C]. Moreover,
PDE5 mRNA is highly expressed in ILA, but not differentially
regulated after H/R rather pointing to a dysregulation of cGMP
production (x-fold mRNA expression H/R relative to control:
1.16 & 0.12; P = 0.396).

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org

We also tested the role of PKG, which is involved in the NO
signaling. SNP was applied while the endothelial dilator function
was inhibited by L-NAME (10~* mol/l) and indomethacin
(107> mol/l). PKG inhibition by DT-2 (10~7 mol/l) did not
affect the impaired relaxation due to H/R [ECso: 2.1*10~% mol/l
(control) vs. 4.9*10~8 mol/l (H/R); P = 0.013, Figure 6A].

sGC Inhibition Reverses the H/R Effect

on ILA Relaxation

Activation of the sGC enzyme via NO results in cGMP
production and vessel relaxation. Therefore, the observed
reduced cGMP levels leading to impaired relaxation might
be caused by sGC dysfunction. The sensitivity to ACh was
similar comparing H/R and control under ODQ treatment
[ECs0: 8.9%10~7 mol/l (control) vs. 1.7¥10~® mol/l (H/R),
p = 0.281]. Thus, inhibition of sGC using the inhibitor ODQ
reverses the initially observed H/R effect on relaxation and
aligns the concentration-response relationships of control and
H/R treatment (Figure 6B). Table 2 summarizes the ECsy and
the respective maximum response of the presented small vessel
myograph experiments.

DISCUSSION

This study shows that the impaired relaxation of rat ILA
to ACh after treatment with H/R, in the presence of
physiological level of NE, is mediated by modified signaling
in VSMCs. No functional impairment of the endothelial
dilatory NOS- and COX-systems as well as EDHF was detected
under these experimental conditions. Further, PDE5 and
PKG, the downstream target of cGMP, seem not to be
responsible for the H/R effect. Noticeably, reduced cGMP
concentrations were found after H/R. We demonstrate
here that sGC dysfunction caused by H/R results in
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FIGURE 4 | Analysis of superoxide in renal rat ILA. (A) Representative images of vascular rings loaded with DHE under control conditions and after H/R treatment
(DHE concentration: 2*10~5 mol/l, magpnification: 200 x; scale bar = 400 um) (B) Analysis of DHE fluorescence showed no significant differences between both
groups. (C) H/R and simultaneous inhibition of superoxide, using the superoxide dismutase mimetic tempol, did not reverse the H/R effect on
endothelium-independent relaxation in isolated rat renal ILA precontracted with PE. [ECsq: 3.34*10 8 mol/l (control) vs. 6.75*10 8 mol/l (H/R); P < 0.05].
(D) Relative x-fold mRNA expression of NADPH oxidase enzymes (NOX) normalized to 18SrBNA after H/R relative to control conditions. The analyzed NOX were not
differentially regulated following H/R. The average mRNA expression level under control conditions was arbitrarily given a value of 1 (29) (*P < 0.05; compared to
control; Mann-Whitney Test; n = 8). Mean + SEM. (*) indicates significant differences.

impaired relaxation of ILA, which appears independent of
NO-bioavailability.

Altered renal perfusion is considered to play a key role in
the pathophysiological events following IRI. Renal vessels are
effectors as well as targets in the pathophysiological course
of ischemia and the subsequent H/R stage. The observation

of increased vasoreactivity of mouse ILA to Ang II after
H/R supports the assumption that enhanced vessel tone
contributes to IRI (Kaufmann et al., 2015; Braun et al., 2017;
Pahlitzsch et al., 2018). Since vascular tone results from the
balance of constrictor and dilator systems, it was hypothesized
that increased vasoreactivity in H/R may also result from

TABLE 2 | EC5 (mean + SEM) and maximum response (mean + SEM) of small vessel myograph studies; # indicates P < 0.05.

Treatment ECsq control (mol/l) ECs¢ hypoxia (mol/l) Maximum Maximum
response control response hypoxia
(%) (%)
ACh-CRC 2.37*10~7 +3.32*10~8 4,75*1077 + 6.294+1078 # —-82.79 + 3.78 —75.04 £ 2.77
L-NAME+ACh-CRC 3.33*10~7 +4.99*10-8 9.54*10~7 £ 2.43*10~7 # —62.32 + 4.86 —36.22 + 522 #
Indo+ACh-CRC 1.63*10~7 +3.23*10-8 400107 £ 6.43*10°8 # —87.78 + 1.92 —82.06 + 2.45
TRAMB34+ACh-CRC 2.02*10-7 +6.08*10-8 4.05*10-7 + 8.00*10-8 # —83.66 + 1.75 —-81.43 + 2.15
UCL1684+ACh-CRC 3.52*10~7 +6.41*10°8 2.07*1075 £ 1.36*1076 # —87.54 + 4.51 —76.78 £2.77 #
L-NAME+Indo+SNP-CRC 3.32*107% + 1.00*10°8 9.37*1078 £ 2701078 # —89.77 + 1.82 —86.63 + 2.45
L-NAME+Indo+Tempol+SNP-CRC 3.34*10-8 +6.58*10~° 6.75*10-8 + 1.53*108 # —86.53 + 2.02 —87.02 + 1.81
Sildenafil-CRC 1.18*107% + 3.00*107 7.14*1076 £ 2.51*1076 # —-89.69 + 1.91 —89.55 + 1.30
L-NAME+Indo+DT-24+-SNP-CRC 2.14*1078 + 5.45%10~° 4.88*1078 £ 7.91*10°% # —-93.37 + 1.50 —-93.64 + 1.78
ODQ+ACh-CRC 8.90%10~7 % 5.34*10~7 1.70*107% + 5.68*10~7 —20.76 + 6.64 —3.03+5.10
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impaired vasodilator systems, which can mediate relaxation
via endothelial-dependent or -independent mechanisms. NO is
an important dilatory factor in the kidney and contributes to
the ACh-induced renal relaxation (Tai et al., 2004; Patzak and
Persson, 2007). Enzymatic blockade of NO synthases by L-NAME

did not prevent the reduced relaxation after H/R compared
to control but decreased the sensitivity to ACh similarly in
both groups. The maximum relaxation was smaller in H/R
compared to control. These results suggest no role of the
endothelial NO-system for reduced relaxation in H/R. However,

Frontiers in Physiology | www.frontiersin.org

May 2018 | Volume 9 | Article 480

36



Braun et al.

our functional data point to an enhanced NO-bioavailability at
higher ACh concentrations after H/R. As reported in recent
studies, increased NO-bioavailability could be the result of an
increased NO production from nitrite under hypoxic conditions
(Feelisch et al, 2008; Liu et al, 2015). Interestingly, H/R
significantly decreased endothelial NOS and inducible NOS
expression at the transcriptional level, but this result is limited
by the lack of protein expression and activity data. A time-
dependent differential mRNA regulation of NOS enzymes cannot
be excluded.

Indomethacin, a COX pathways inhibitor, neither affected the
relaxation to ACh of ILA, nor influenced the difference in the
ACh response between H/R and control. This observation is
in line with findings in isolated rat renal arteries and isolated
perfused rat afferent arterioles (Wang et al., 2003; Grbovic et al.,
2008). In contrast, experiments in anesthetized rats revealed a 20-
40% contribution of the indomethacin inhibited systems to the
control of renal perfusion (Dautzenberg and Just, 2013). These
contrary results may reflect a different function of indomethacin
inhibitable systems in the in vivo vs. in vitro situation as well as
different expression of COX in larger arteries vs. arterioles.

Endothelium-derived hyperpolarization has been identified as
a factor for renal vessel relaxation (Edgley et al., 2008; Michel
et al., 2008; Simonet et al.,, 2012; Dautzenberg and Just, 2013;
Salomonsson et al., 2017). The endothelial hyperpolarization,
which is mediated by Ca?*-activated KT-channels (Kc,)
initializes the EDHF-dilator response. Two K¢, subtypes, namely
the intermediate-conductance K¢, (Kcu31) and the small-
conductance K¢, type 2 (Kcaz.1) contribute mainly to the
hyperpolarization (Grgic et al., 2009). Inhibition of Kce3.1 and
Kca21 with TRAM34 and UCL 1684, respectively, did not
exert significant effects on the ACh concentration-response
relationships. Most importantly the differences in ACh sensitivity
between the H/R and control group remained, suggesting no
significant role of EDHF for the H/R effect. In summary,
endothelial-dependent vasodilatory systems are not responsible
for diminished relaxation following H/R.

The H/R-induced impairment of relaxation only occurs in
vessels treated with low concentration of NE (10~2 mol/l) during
the hypoxic phase. This concentration is within the range of
physiological NE plasma concentrations (Kawada et al., 2014)
and did not affect the tone or relaxation to ACh in control vessels.
It has been shown that H/R in combination with NE (102 mol/1)
enhanced constriction to Ang I in mouse ILA (Kaufmann et al.,
2015). The mechanisms of the combined effect of activation of
the sympathetic system and H/R are not well understood.

An incomplete relaxation of rat arterioles in response to
the removal of NE treatment (10~°° mol/l) has been reported
(Martinez-Lemus et al., 2004). The incomplete relaxation was
interpreted as a mechanoadaptive mechanism of VSMCs to the
NE treatment. However, structural changes of ILA following H/R
do not appear to be important in the present study. Vessels did
not differ regarding vessel stiffness calculated by the parameter
beta comparing control and H/R group, indicating similar passive
properties.

Previous studies reported enhanced oxidative stress following
H/R, which potentiates IRI damage to the kidney and increases
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vasoconstriction (Jankauskas et al., 2016; Pahlitzsch et al.,
2018). To test if oxidative stress contributed to H/R-mediated
vascular dysfunction in the present study, DHE fluorescence was
assessed. However, no difference in fluorescence was observed
when comparing H/R-treated and control vessels. Furthermore,
tempol, a superoxide dismutase mimetic, did not affect the
difference in the SNP sensitivity between vessels after H/R
and control treatment. NADPH oxidase enzymes were not
differentially regulated. Taken together, our data do not indicate
a major role of superoxide in this context. However, the
involvement of reactive oxygen species other than superoxide
cannot be excluded (Huang et al., 2016).

Treatment with the NO donor SNP dilated control vessels
in a concentration-dependent manner, and this response was
reduced in H/R-treated vessels. This observation locate the
mechanisms, by which H/R diminishes relaxation to ACh, in
the VSMCs. The main receptor for NO in VSMCs is sGC,
which catalyzes the production of cGMP. The latter activates
PKG by several cellular mechanisms leading to reduced cytosolic
calcium concentration and/or calcium sensitivity of contraction
and subsequently to vasodilation. The ¢cGMP concentration
results from its production as well as from its degradation by
phosphodiesterases (PDE). PDE5 is strongly expressed in ILA
and may significantly contribute to the regulation of the cGMP
level. Inhibition of PDE5 by sildenafil induced relaxation of
vessels in the present study. The sensitivity to sildenafil was
reduced after H/R compared to control. To clarify if this reduced
sensitivity is due to (i) lower ¢cGMP production by sGC, (ii)
changes in PDE5 expression, or (iii) downstream signaling,
further experiments were performed. The stable cGMP analog 8-
Br-cGMP relaxed control and H/R-treated ILA in a similar way
and, in line with previous studies, only at high concentrations
(Goulopoulou et al.,, 2015). Inhibition of PKG, an important
kinase downstream of cGMP, did not abolish the differences
in SNP responses between H/R and controls further locating
the H/R effect to other up- or downstream targets. Moreover,
c¢GMP concentrations were significantly decreased following
H/R pointing to disturbed or lower cGMP production by sGC.
Therefore, we investigated the effects of sGC inhibition on ILA
relaxation using its heme-site inhibitor ODQ. Inhibition of sGC
signaling reversed the H/R effect on ILA relaxation pointing to a
disturbed sGC signaling. Our results suggest that H/R adversely
affects sGC function leading to impaired relaxation in rat ILA.

Due to our ex vivo model of isolated vessels, limitations
occur in our study, which might influence the interpretation
of our results. In contrast to the in vivo situation, our vessels
are not exposed to a systemic or local renin-angiotensin system
(RAS) or secreted substances from surrounding or adjacent cells,
which might essentially influence vessel tone. NE was applied
to simulate sympathetic activity, as it was found to be crucial
for the reproduction of an H/R effect. Currently, there is no
adequate model available that offers accessibility of small vessels
and at the same time, closely simulates the complex in vivo
interplay of RAS, sympathetic system, vasoactive substances and
vasoreactivity. Therefore, it should be acknowledged that the
conclusion reached here refers to isolated vessels and might not
be directly transferable to in vivo situation.
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Moreover, this study is restricted to investigations of the
sGC/cGMP pathway and its role in the H/R effect of impaired
relaxation. While we could show that sGC dysfunction following
H/R leads to diminished relaxation of interlobar arteries, we did
not analyze a possible role of adenylatecyclase/cAMP signaling
in our experimental setup. It is imaginable that decreased cAMP
levels and/or a dysfunction of adenylatecyclase might contribute
to the H/R effect. This assumption warrant further investigations.

CONCLUSION

H/R impairs ACh-induced relaxation by an endothelium-
independent way in vascular smooth muscles cells. The
mechanism whereby H/R induced impaired relaxation may
include sGC dysfunction and subsequently decreased cGMP
production. The impaired relaxation due to H/R may be a
pathogenetic factor for reduced renal perfusion and delayed
reperfusion in ischemia reperfusion injury.
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