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Abstract (Deutsch) 

 

Für die Pathophysiologie des akuten Nierenversagens (AKI) ist der 

Ischämie/Reperfusionsschaden (IRI) von großer Bedeutung. Ischämie/Reperfusion ist mit 

Hypoxie und Reoxygenierung (H/R) des Nierengewebes verbunden. Aufgrund der 

organspezifischen mikrovaskulären Architektur sowie des heterogenen Energiebedarfs gibt es 

in der Niere vulnerable Bereiche hinsichtlich der Sauerstoffversorgung. In der vorliegenden 

Arbeit wird die Hypothese geprüft, dass H/R die dilatative und konstriktive Funktion der 

Nierengefäße beeinträchtig, und dass dies den IRI und damit das Entstehen eines AKI 

begünstigt. Es wurden sowohl große Leitungsgefäße der Rattenniere (renale interlobare 

Gefäße (ILA)) als auch Mikrogefäße des Rattennierenmarks (descendierende Vasa recta) und 

der Mausnierenrinde (afferente Arteriolen) verwendet. ILA wurden mittels Drahtmyografie 

untersucht. Die Mikrogefäße wurden als isolierte Gefäße 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 veränderte Gefäßsteifheit als Ursache 

beeinträchtigter Vasodilatation ausgeschlossen. Die Antwort auf Natriumnitroprussid (SNP), 

einem Stickstoffmonoxiddonor war nach H/R ebenfalls vermindert. Dies deutet auf einen 

endothelunabhängigen Mechanismus verminderter Vasodilatation hin, der in den glatten 

Gefäßmuskelzellen lokalisiert ist. Eine geringere Sensitivität bei der Vasodilatation auf 

Sildenafil (PDE5-Inhibitor) und eine verminderte Konzentration von cGMP in den ILA nach 

H/R weisen auf eine Störung des cGMP-Metabolismus hin. Die Hemmung der löslichen 

Guanylylzyklase (sGC) dagegen hob den H/R-Effekt auf. Die Ergebnisse deuten auf eine 

H/R-induzierte Fehlfunktion der sGC hin. Untersuchungen der Gefäßantwort auf 

Vasokonstriktoren in afferenten Arteriolen in Nierenschnitten zeigten eine verstärkte 

Konstriktion auf Angiotensin II (Ang II) nach H/R. Die Stärke der Antwort war nach 30, 60, 

oder 90 min und 10 min Reoxygenierung im Nierenschnitt ähnlich. 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 erhöht und 

die Superoxiddismutase(SOD)aktivität im Nierenschnitt verringert. Zudem hob Tempol, ein 

SOD-Mimetikum, die Unterschiede in der Antwort auf Ang II auf. Descendierende Vasa 

recta-Antworten auf Ang II waren nach 90 min Hypoxie und 10 min Reoxygenierung im 
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Vergleich zur Kontrolle verstärkt. Die Ergebnisse dieser Studien weisen auf einen erhöhten 

Tonus großer und kleiner Gefäße in der Niere, infolge verstärkter Antwort auf Ang II, sowie 

reduzierter Vasodilatation nach H/R, hin. Dies kann für den IRI und die AKI-Entstehung von 

entscheidender Bedeutung sein.  
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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 IRI 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 II)-

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 II-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 II combined with impaired vasodilatation may 

contribute to the IRI in AKI.  
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Einführung 
 

Akutes Nierenversagen, Epidemiologie und Ursachen 

Bei dem akuten Nierenversagen (AKI) handelt es sich um eine rapide Verschlechterung der 

Nierenfunktion charakterisiert durch eine Erhöhung 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)
1
 und RIFLE (the risk, injury, failure, loss, and end-stage renal 

disease classification).
2,3

 AKI ist eines der häufigsten renalen Erkrankungen, welches bei 7 % 

hospitalisierter Patienten auftritt
4
 und trotz verbesserter Diagnostikmöglichkeiten mit einer 

Mortalitätsrate von 40 bis 60 % verbunden ist.
5,6

 Bisher existieren noch keine ausreichenden 

Therapiemöglichkeiten, was auf den Mangel an Wissen über die Pathophysiologie des AKI 

zurückzuführen ist. Die Entwicklung und Aufrechterhaltung eines AKI findet über ein 

komplexes Zusammenspiel von tubuläreren Schädigungen, Inflammation und Veränderungen 

in der renalen Hämodynamik statt und kann zu einem chronischen Nierenversagen führen. Als 

eine Hauptursache für die Entstehung des AKI wird der Ischämie/Reperfusionsschaden (IRI) 

der Niere beschrieben. IRI tritt infolge einer ischämischen Phase und nachfolgenden 

unzureichenden renalen Reperfusion, zum Beispiel aufgrund von Nierentransplantationen, 

Gefäß- oder herzchirurgischen Eingriffen, kontrastmittel-induzierter Nephropathie, Sepsis 

und/oder Schock auf.
2,7,8

  Im Vergleich zu anderen Organen führt eine Ischämie in der Niere 

zu einer verzögerten Wiederherstellung des renalen Blutflusses bei Reperfusion bis hin zum 

„No-Reflow“-Phänomen.
9,10

 Nach einer renalen Ischämie konnte eine Reduktion des renalen 

Blutflusses auf 50 % beobachtet werden.
11

 Beim „No-Reflow“-Phänomen gibt es zusätzlich 

noch morphologische Veränderungen in der Mikrozirkulation, insbesondere die Bildung von 

Mikrothromben, die zu erheblicher Beeinträchtigung der Gewebeversorgung führen.
12-15

 

 

Renale Gefäßarchitektur und Sauerstoffpartialdrücke 

Aufgrund ihrer mikrovaskulären Architektur, verbunden mit einem hohen 

Sauerstoffverbrauch durch die tubuläre Salz-Wasserreabsorption ist die Niere im Bereich des 

äußeren Nierenmarks sehr anfällig für einen IRI.
16

 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.
17

  

 

 



6 

 

Mechanismen gestörter Mikrozirkulation bei AKI 

Ischämie, die bei der Entstehung des AKI und dem Übergang zum chronischen 

Nierenversagen eine wesentliche Rolle spielt, aktiviert inflammatorische Systeme, die 

letztlich mit morphologischen Schädigungen von Endothelzellen und vaskulären glatten 

Muskelzellen einhergehen können.
18

 Ausgelöst wird dies durch eine Verstopfung der 

Mikrogefäße durch Leukozyten, Blutplättchen und Erythrozyten.
19

 Die hierdurch ausgelöste 

endotheliale Dysfunktion trägt zum Ungleichgewicht von Vasokonstriktoren und 

Vasodilatatoren in den Mikrogefäßen bei.
20

 Neben der eingeschränkten dilatativen Funktion 

(Stickstoffmonoxid (NO), endothelialer hyperpolarisierender Faktor (EDHF)) kommt es zur 

Freisetzung von konstriktorischen Mediatoren wie Prostaglandinen, Endothelin (ET-1), 

Angiotensin II (Ang II) und Thromboxan A2.
21

 Die Interaktion von Ang II und NO hat für 

den Tonus renaler Gefäße eine große Bedeutung.
22,23

 Ang II-induzierte Kontraktionen sind 

nach H/R in großen renalen Arterien und auch in den renalen Widerstandsgefäßen (afferente 

Arteriolen) verstärkt.
24

 Da Ang II sowohl Konstriktorsignalwege als auch dilatatorische 

Systeme, wie das NO-System aktiviert, kann dieser H/R-Effekt auch auf der Beeinflussung 

der Gefäßdilatation beruhen.
22,23

 NO stimuliert die sGC, welche die cGMP-Produktion 

enzymatisch befördert. Die cGMP-Konzentration in den glatten Gefäßmuskelzellen führt zur 

Aktivierung der Proteinkinase G, Phosphorylierung einer Reihe von Kanälen und Enzymen 

mit der Folge erniedrigter zytosolischer Calciumkonzentration und Gefäßdilatation.
25

 Quellen 

für NO sind das Endothel der Nierengefäße, aber auch die tubuläre NO-Produktion, die im 

Nierenmark einen wesentlichen Einfluss auf den Gefäßtonus hat.
25

 NOS-Inhibition führt zu 

Minderdurchblutung und eine durch die Hypoxie ausgelöste Schädigung des Nierenmarks in 

renalen Ischämiemodellen.
26

 Ein ebenso stark diskutierter Mechanismus des beobachteten 

NO-Defizits in IRI oder H/R ist die Interaktion von NO und reaktiven Sauerstoffspezien bei 

oxidativem Stress.
27

 Superoxid, als wesentliches Radikal, reagiert mit NO, was zur Abnahme 

der NO-Bioverfügbarkeit und zum Anstieg von zellschädigendem Peroxynitrit führt.
28

 

 

Herleitung der Fragestellung 

Der Effekt von H/R auf die Vasokonstriktion und die Vasodilatation in der Pathophysiologie 

des IRI wurde bisher nur sehr wenig untersucht. Experimente an isolierten Gefäßen der Maus 

zeigten eine erhöhte Reaktivität auf Ang II nach H/R in Gegenwart einer physiologischen 

Noradrenalin(NA)-Konzentration.
24

 Bisher existieren keine funktionellen Daten über den 

Effekt von H/R auf vasodilatatorische Systeme in Nierengefäßen, obwohl eine endotheliale 

Beteiligung beim IRI bereits beschrieben wurde.
20

 Beeinträchtigungen des NO-Systems der 
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Prostaglandinproduktion und des EDHF könnten für die hypothetische Verminderung der 

vasodilatatorischen Antwort nach H/R verantwortlich sein.
29

 In der Studie von [Publikation 1 

(P1)] wurde nun der H/R-Effekt in Gegenwart einer physiologischen NA-Konzentration auf 

die endothelabhängige und -unabhängige Vasodilatation großer renaler Gefäße untersucht. Es 

wurde angenommen, dass neben der Verstärkung der Vasokonstriktion nach H/R auch 

vasodilatatorische Systeme beeinflusst sein können, was zu einer verminderten Vasodilatation 

renaler Gefäße führt und somit die Entstehung eines IRI und damit eines AKI begünstigt.
24

 

Der Effekt von H/R auf renale Mikrogefäße ist nur exemplarisch untersucht worden. Das 

betrifft sowohl kortikale als auch medulläre Mikrogefäße. Mikrogefäße des Nierenmarks und 

-rinde reagieren auf vasoaktive Substanzen, wie Ang II, Adenosin, ET-1, reaktiven 

Sauerstoffspezien und NO.
30-34

 Metabolische Änderungen bei H/R spielen in vielen Organen 

eine wichtige Rolle für die Durchblutungsregulation. Mithilfe eines innovativen Modells des 

lebenden Nierenschnittes wurden Gefäßantworten in situ nach H/R analysiert und mit denen 

von isolierten Gefäßen verglichen. Ziel war es, den Einfluss des die Gefäße umgebenden 

Nierenparenchyms auf die Gefäßfunktion nach H/R zu bestimmen (Studien [Publikation 2 

(P2)] und [Publikation 3 (P3)]). Wir stellten hier die Hypothese auf, dass der Tonus der 

Gefäße im Nierenmark und der Nierenrinde nach H/R erhöht ist, dabei aber durch die 

umgebenden Tubuli Metabolite freigesetzt werden, die eine teilweise Kompensation der 

Konstriktoreffekte bewirken. Die Modulation dieser hypothetischen dilatatorischen Systeme 

könnte ein Ansatz für die Behandlung oder Prävention des AKI sein. 
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Methodik 

 

Der Effekt von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Vasodilatation renaler interlobarer 

Gefäße der Ratte 

 

Präparation renaler interlobarer Gefäße und Überprüfung der vaskulären Antwort 

Männliche Spargue-Dawley Ratten wurden unter dem Einsatz von Isofluran enthauptet und 

deren Nieren entnommen. Die renalen interlobaren Gefäßen (ILA) wurden präpariert und 

mittels einem 40 µm dicken Draht in einen Drahtmyografen (Model 410A, DMT, Dänemark) 

eingespannt. Unter dem Einsatz einer Experimentierlösung (Zusammensetzung siehe [P1: 

2.4]) wurde das System unter uneingeschränkter Gaszufuhr mit Carbogen (95% O2, 5% CO2) 

auf 37°C erwärmt und anschließend wurde eine Normalisierungsprozedur der Gefäße 

vorgenommen. Die Lebensfähigkeit der Gefäße wurde mit einer kaliumreichen Lösung 

(Zusammensetzung siehe [P1: 2.4]) überprüft. Es folgte eine Überprüfung der 

Endothelfunktion über eine Konzentrations-Wirkungskurve mit ACh (10
-9

 bis 10
-5

 mol/l) an 

vorkontrahierten Gefäßen mit Phenylephrin (PE). Die Digitalisierung der Daten fand über das 

PowerLab System (ADinstruments, Spechbach, Deutschland) statt. 

  

Messung der endothelabhängigen und endothelunabhängigen Vasodilatation 

Im Anschluss der Endothelfunktionsüberprüfung wurden die ILA für 60 min mit Carbogen 

(95% O2, 5% CO2; Kontrolle) oder hypoxischen Gas (95% N2, 5% CO2; Hypoxie) begast und 

einer nicht-konstriktorwirksamen Dosis NA (10
-9

 mol/l) ausgesetzt. Nach den 60 min wurde 

das NA ausgewaschen und eine Reoxygenierung für 10 min mit Carbogen vorgenommen.  

Zur Messung der endothelabhängigen Vasodilatation wurden L-NAME (10
-4

 mol/l), 

Indomethacin (10
-5

 mol/l), TRAM34 (10
-6

 mol/l), UCL 1684 (10
-7

 mol/l) oder ODQ (10
-5

 

mol/l) während der 60 + 10 min Periode eingesetzt und anschließend eine Konzentrations-

Wirkungskurve für ACh (10
-9

 bis 10
-5

 mol/l) an mit PE vorkontrahierten Gefäßen 

durchgeführt. 

 

Zur Bestimmung der endothelunabhägigen Vasodilatation wurden Konzentrations-

Wirkungskurven mit Hilfe von Natriumnitroprussid (SNP; 10
-9

 bis 10
-4

 mol/l) nach der 60 + 

10 min Periode an vorkontrahierten Gefäßen mit PE erstellt. Währenddessen wurde die 

Endothelfunktion mittels L-NAME (10
-4

 mol/l) und Indometahcin (10
-5

 mol/l) systemisch 

aufgehoben. 
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Um den Einfluss von cGMP an der NO-induzierten Vasodilatation zu bestimmen wurde an 

mit PE vorkontrahierten Gefäßen eine Konzentrations-Wirkungskurve mit dem cGMP-

Analog 8-Bromoguanosine 3′,5′-cyclic monophosphate sodium salt (8-Br-cGMP; 10
-8

 bis 

3x10
-4

 mol/l) nach der 60 + 10 min Periode durchgeführt. Weiterhin wurden DT-2 (10
-7

 

mol/l), ein PKG-Inhibitor, zur Überprüfung cGMP-nachgeschalteter Signalwege oder 4-

Hydroxy-TEMPO (Tempol; 10
-4

 mol/l), ein Superoxiddismutasemimetikum, zur Überprüfung 

oxidativen Stresses während der 60 + 10 min Periode eingesetzt. Eine mögliche Rolle von 

PDE5, an die Vasodilatation, wurde mit Hilfe einer Sildenafil-Konzentrations-Wirkungskurve 

(10
-8

 bis 10
-5

 mol/l) nach der 60 + 10 min Periode ermittelt.    

 

Bestimmung der cGMP- und der Superoxidkonzentration in renalen interlobaren Gefäßen 

Isolierte ILA wurden nach der Behandlung mit Carbogen oder hypoxischen Gas und dem 

Einsatz einer nicht-konstriktor wirksamen Dosis NA schockgefroren bzw. während der 60 + 

10 min Periode mit Dihydroethidiumbromid (DHE) behandelt und anschließend in tissue tek 

gefroren. In den schockgefrorenen Gefäßen wurde die cGMP-Konzentration mittels direct 

cGMP ELISA kit (Enzo Life Sciences, Lausen, Schweiz) bestimmt. Aus den in tissue tek 

eingebetteten Gefäßen wurden 10 µm 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 Gefäße  

Um die mechanischen Eigenschaften der glatten Gefäßmuskelzellen zu bestimmen, wurden 

isolierte ILA nach der 60 + 10 min Periode mittels Drahtmyografie in 20 µm Schritten 

gespannt, bis die Wandspannung 4,5 mN/mm betrug. Die einzelnen Kurven wurden der 

Gleichung: 

 

T=T0 exp [beta*(IC-IC0)/IC0] 

T=Wandspannung (mN/mm) 

T0=Wandspannung bei transmuralen Druck 100 mmHg 

IC=Gefäßdurchmesser (mm) bei transmuralen Druck von 100 mmHg 

IC0=Gefäßdurchmesser (mm) 

 

angepasst, wobei der Parameter „beta“ die Wandsteifheit der Gefäße wiedergibt. 
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Ermittlung von mRNA-Expressionsdaten mittels qPCR  

Für 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 Gerät (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) unter Anwendung von 

SYBR Green zur Fluorezensdetektion der DNA durchgeführt. Die Expression der mRNA 

wurde auf 18SrRNA und dem Housekeeping-Gen RPL32 normalisiert. Die relative 

Expression im Vergleich zur Kontrolle wurde über die 2
-ΔΔ

Ct-Methode berechnet. 

 

Statistik 

Unterschiede in der EC50 wurden mit dem Wilcoxon-Test für nicht-parametrische Messungen 

ermittelt. Über den Brunner-Test (ANOVA für 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 Gefäße im Nierenmark und 

der Nierenrinde 

 

Herstellung lebender Nierenschnitte 

Männliche Spargue-Dawley Ratten und männliche C57BL6 Mäuse wurden getötet und deren 

Nieren entnommen. Die Nieren wurden dekapsuliert, longitudinal halbiert und auf einen 

Schneideblock des VT1200S Vibratoms (Leica, Nussloch, Deutschland) fixiert. Innerhalb 

einer Experimentierlösung mit HEPES-Puffer (Zusammensetzung siehe [P2: 2.2]) und bei 

4°C wurden 200 µm dicke Nierenschnitte angefertigt. Fertige Nierenschnitte wurden in einem 

Oxygenierungsgefäß gesammelt, welches 37°C warme Experimentierlösung 

(Zusammensetzung siehe [P2: 2.2]) enthielt und uneingeschränkt mit Carbogen (95% O2, 5% 

CO2) begast wurde.     
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Funktionelle Untersuchungen der Gefäße des Nierenmarks und der Nierenrinde nach 

Hypoxie/Reoxygenierung 

Nach ausreichender Sammlung von Nierenschnitten wurden diese für 30, 60 oder 90 min mit 

Carbogen (95% O2, 5% CO2; Kontrolle) begast oder in die Hypoxiekammer Whitley H135 

hypoxic chamber (Meintrup dws Laborgeräte GmbH, Lähden-Holle, Deutschland) überführt. 

Innerhalb der Hypoxiekammer fand eine Begasung mit 1% O2, 5% CO2 und 94% N2 statt. 

Anschließend fand eine Reoxygenierung mit Carbogen für 10 bis 20 min statt. 

 

Die lebenden Nierenschnitte wurden in eine offene Kammer überführt, welche auf 37°C 

erwärmt wurde und mit Experimentierlösung gefüllt war. Frische mit Carbogen begaste 

Experimentierlösung wurde ständig mit 4 ml/min in die Kammer eingeführt. Descendierende 

Vasa recta (Ratte) oder afferente Arteriolen (Maus) wurden mit Hilfe des Axio Observer.Z1 

Mikroskops (Zeiss, Jena, Deutschland) identifiziert und Änderungen im Gefäßdurchmesser 

wurden mit einer Moticam 2000 Kamera und der Motic Images Plus 2.0 Software (Motic 

Germany, Wetzlar, Deutschland) aufgezeichnet. Die Auswertung der Bilder fand über ImageJ 

(NIH, http://rsb.info.nih.gov.ij) statt. 

 

Vor der Applikation eines Vasokonstriktors wurde für 60 sec alle 5 sec ein Bild 

aufgezeichnet. Im Rahmen der Untersuchungen der descendierenden Vasa recta wurde Ang II 

(10
-7

 mol/l) und zur Untersuchung der afferenten Arteriolen Ang II (10
-7

 mol/l), NA (10
-5

 

mol/l), ET-1 (10
-7

 mol/l), ATP (10
-4

 mol/l) oder L-NAME (10
-4

 mol/l) appliziert und 

anschließend wurde die Pericyten-vermittelte Veränderung des Gefäßdurchmessers in den 

descendierenden Vasa recta oder die Änderung des Gefäßdurchmessers afferenter Arteriolen 

gemessen. L-NAME (10
-4

 mol/l) wurde 15 min vor Beginn der Messungen in der Lösung 

inkubiert. Mögliche Veränderungen im Gefäßdurchmesser wurden weitere 4 min 

aufgezeichnet.  

 

Überprüfung der Überlebensfähigkeit der Nierenschnitte 

Nachdem die Schnitte mit Carbogen (Kontrolle) oder in der Hypoxiekammer (Hypoxie) 

behandelt wurden, wurden diese zur Herstellung von Paraffinblöcken genutzt. Von den 

Paraffinblöcken wurden 2,5 µm dicke Schnitte angefertigt und zur Apoptosedetektion mit 

dem Click-iT
®

 Plus TUNEL Assay (Life Technology, Darmstadt, Deutschland) oder zur 

Nekrosedetektion, mittels H&E-Färbung, eingesetzt. Anschließend wurde mit dem rabbit anti-

α-smooth muscle actin Antikörper (1:100; NOVUS Biologicals, Wiesbaden, Deutschland) die 
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Zellwand von Gefäßen 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 für qPCR 

Descendierende Vasa recta der Ratte und afferente Arteriolen der Maus wurden über die 

Eisenperfusions-Methode isoliert, die es ermöglichte die mit Eisenpartikel gefüllten 

vaskulären Strukturen des Nierenmarks und der Nierenrinde von den Tubuli zu trennen.
35

  

 

Die isolierten descendierenden Vasa recta der Ratte wurden anschließend zur NADPH-

Oxidaseenzym-Expressionsanalyse (NOX1, NOX2 und NOX4) und NOS mRNA-

Expressionsanalyse (nNOS, eNOS und iNOS) mittels qPCR genutzt. In den isolierten 

afferenten Arteriolen der Maus wurde mittels qPCR 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 

durchgeführt, wie in [P1]. 

 

Messung der Superoxiddismutase-Aktivität 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 Aktivität 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) durchgeführt. 

 

Statistik 

Zur Analyse normalverteilter Gruppen wurde der D‘ Agostino Pearson Test angewendet und 

beim Vergleich zweier Gruppen der Mann-Whitney Test. Für die Analyse unabhängiger 

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 

Gefäße der Ratte 

 

Hypoxie/Reoxygenierung vermindert die Vasodilatation renaler interlobarer Gefäße  

Die ILA zeigten nach H/R eine eingeschränkte Vasodilatation auf ACh (EC50: 2,4*10
-7

 mol/l 

Kontrolle vs. 4,8*10
-7

 mol/l Hypoxie; P=0,004, [P1] Fig. 2A). Zur Überprüfung, ob 

endothelabhängige, vasodilatatorische Systeme für den Hypoxie-Effekt verantwortlich sind, 

wurden L-NAME zur NOS-Inhibition, Indomethacin zur COX-Inhibition, TRAM34 und UCL 

1684 zur Inhibition der Calcium-aktivierten Kaliumkanäle KCa3.1 und KCa2.1 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). Zusätzlich 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 Gefäßmuskulatur 

unter H/R betroffen sind. H/R führte auch hier zu einer verminderten Vasodilatation der ILA 

(EC50: 3,3*10
-8

 mol/l Kontrolle vs. 9,4*10
-8

 mol/l Hypoxie; P=0,01, [P1] Fig. 3A), was auf 

eine Veränderung 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 Gefäßen 

Durch den Einsatz von 4-Hydroxy-TEMPO (Tempol) während H/R, wurde der Hypoxie-

Effekt nicht aufgehoben (EC50: 3,3*10
-8

 mol/l Kontrolle vs. 6,8*10
-8

 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 Veränderung nach H/R ([P1] Fig. 4D). 
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Hypoxie/Reoxygenierung verursacht eine verminderte cGMP-Bioverfügbarkeit in renalen 

interlobaren Gefäßen 

Eine dosisabhängige Inhibition der PDE5 mittels Sildenafil nach H/R führte zu einer 

verminderten Vasodilatation der ILA im Vergleich zur Kontrolle (EC50: 1,2*10
-6

 mol/l 

Kontrolle vs. 7,1*10
-6

 mol/l Hypoxie; P=0,001, [P1] Fig. 5A). Der dosisabhängige 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 

Gefäßmuskulatur bewirkt ist im Vergleich zur Kontrolle nach H/R verändert (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 Vasodilatation der ILA auf SNP 

nach H/R nicht aufheben (EC50: 2,1*10
-8

 mol/l Kontrolle vs. 4,9*10
-8

 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 

dosisabhängigen 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 Gefäße im Nierenmark und 

der Nierenrinde 

 

Signifikant erhöhte Vasokonstriktion von Gefäßen 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 Vasokonstriktion der descendierenden Vasa recta auf Ang II 

detektiert. Allerdings bestand nach H/R von 60 min eine signifikant höhere Vasokonstriktion 

der descendierenden Vasa recta auf Ang II im Vergleich zur Carbogenbehandlung von 90 min 

([P2] Fig. 4). 

 

In den lebenden Nierenschnitten der Maus lösten Ang II, 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 führte zu einer verstärkten Vasokonstriktion afferenter 

Arteriolen auf Ang II, 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 

ähnlicher Gefäßkontraktion einher, im Vergleich der drei verschiedenen Hypoxiezeiten. Im 

Vergleich zu der Reoxygenierungszeit von 10 min nahm die Vasokonstriktion afferenter 

Arteriolen auf Ang II bei 20 min Reoxygenierung im Vergleich von 30, 60 und 90 min 

Hypoxie zu ([P3] Fig. 4A; 4B).  

 

Lebensfähigkeit von Nierenschnitten nach Hypoxie/Reoxygenierung- und 

Carbogenbehandlung  

Mit Hilfe der H&E-Färbung 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-Färbung konnte eine Zunahme apoptotischer 

Zellen in den lebenden Nierenschnitten gezeigt werden. Die Ergebnisse korrespondieren mit 

denjenigen Befunden, die auf Basis der H&E-Färbung erstellt wurden ([P2] Fig. 2D; 2E). Mit 

der TUNEL-Färbung konnte eine Zunahme apoptotischer Zellen im Nierenmark nach 90-

minütiger Carbogenbehandlung im Vergleich zu 60-minütiger Carbogen- oder 

Hypoxiebehandlung beobachtet werden. Zusätzlich war die Anzahl apoptotischer Zellen im 

Nierenmark nach 90-minütiger Hypoxiebehandlung höher, als nach einer 60-minütigen 

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-minütiger Carbogenbehandlung nachgewiesen werden ([P2] Fig. 2E). Eine 

Coexpression von anti-α-smooth muscle actin mit der TUNEL-Färbung wurde nicht 

beobachtet ([P2] Fig 3D). 

 

Hypoxie/Reoxygenierung führt zu differenzierter Expression von radikalbildenden Enzymen 

Es wurde die Expression der NADPH-Oxidaseenzyme NOX1, NOX2 und NOX4 in isolierten 

renalen Gefäßen des Nierenmarks und der Nierenrinde nach H/R im Vergleich zur 

Carbogenbehandlung bestimmt. In den descendierenden Vasa recta der Ratte konnten keine 

Expressionsveränderungen 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 



16 

 

Messung der Superoxiddismutase-Aktivität in lebenden Nierenschnitten der Maus zeigte eine 

signifikante Aktivitätsabnahme nach 90 min Hypoxie und 20 min Reoxygenierung im 

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

 

Zusätzlich wurde im Nierenmark die mRNA-Expression der drei NOS-Enzyme eNOS, nNOS 

und iNOS 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 II-Rezeptoruntereinheiten in den isolierten afferenten Arteriolen zeigte keine 

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

 

Der Effekt von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Vasodilatation renaler interlobarer 

Gefäße der Ratte 

 

Mit der Arbeit [P1] konnte gezeigt werden, dass Hypoxie und anschließende Reoxygenierung 

zu einer verminderten Vasodilatation der ILA der Ratte führen. Diese verminderte 

Vasodilatation ist endothelunabhängig und vermutlich auf einer Beeinträchtigung der 

Funktion der sGC in der glatten Gefäßmuskulatur zurückzuführen. 

 

Die renalen Gefäße 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 Gefäße 

können aber auch durch Ischämie und Reperfusion in ihrer Funktion gestört werden. Der 

Gefäßtonus ist von dem Verhältnis der Vasokonstriktoren zu -dilatatoren abhängig. Dabei 

spielen auch die vom Gefäß selbst in großer Menge produzierten vasoaktiven Substanzen eine 

Rolle. In isolierten renalen Arterien verstärkt H/R die Reaktivität zu Ang II.
24

 Dieser H/R-

Effekt kann durch eine gesteigerte Vasoreaktivität 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 führte sogar zu einer verhältnismäßig geringeren 

Vasodilatation in der H/R-Gruppe, was auf eine erhöhte NO-Bioverfügbarkeit in den H/R-

behandelten Gefäßen schließen lässt. Eine erhöhte NO-Bioverfügbarkeit nach H/R wurde 

auch in anderen Studien beschrieben.
36,37

 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.
38,39

 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.
40

 

Möglicherweise sind Faktoren dafür notwendig, die sich in isolierten Gefäßen nicht mehr 

finden. EDHFs wurden als weitere wichtige Komponenten endothelialer Vasodilatation von 

Gefäßen beschrieben. Zwei wichtige Calcium-aktivierte Kaliumkanäle (KCa3.1, KCa2.1) 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 Gefäßen 

beobachtet, die während 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 II-induzierte Vasokonstriktion von der NA-Behandlung abhängig.
24

 Der Einfluss einer 

adrenergen Stimulation unter physiologischen Bedingungen und bei Hypoxie auf die Ang II-

Antwort wurde bisher wenig untersucht. Langzeitbehandlung mit NA beeinträchtigte die 

Vasodilatation von Arteriolen der Ratte in Abwesenheit von NA. Dies wurde auf 

mechanoadaptative Mechanismen der glatten Gefäßsmuskelzellen zurückgeführt.
41

 

Veränderungen in der Struktur glatter Gefäßmuskelzellen der ILA nach H/R treten vermutlich 

in unserem Modell nicht auf, wie die Untersuchung der Gefäßsteifheit zeigte. Im 

Zusammenhang mit dem IRI wird sehr häufig von der Entstehung von oxidativen Stress 

berichtet.
42

 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 unterstützen die Annahme oxidativen Stresses nicht. 

Allerdings wurden mit den Untersuchungen vorrangig Superoxide getestet, und deshalb sind 

andere reaktive Sauerstoffspezien in diesem Zusammenhang nicht auszuschließen. 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 Aufklärung des Mechanismus des H/R-Effektes wurde eine endothelunabhängige 

Stimulation der Gefäßdilatation mit dem NO-Donor SNP vorgenommen. Die Vasodilatation 

nach H/R war vermindert. Das Schlüsselenzym für die NO-induzierte Vasodilatation der 

glatten Gefäßmuskulatur ist die sGC, welche die Bildung von cGMP katalysiert.
25

 Der Abbau 

des cGMP wird durch PDE5 befördert. 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 PDE5-Aktivität oder 

Veränderungen 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 ließ vermuten, 

dass H/R zu einer Funktionseinschränkung der sGC führt. Die Vermutung wurde durch 

Experimente mit funktioneller Blockade der sGC bestätigt. Ein solcher Funktionsverlust kann 
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ein wichtiger pathologischer Faktor für die verminderte renale Perfusion nach einer Ischämie 

sein und zum IRI beitragen. 

 

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

der Nierenrinde 

 

In den Arbeiten [P2] und [P3] wurde gezeigt, dass H/R die Ang II-Antwort von 

descendierenden Vasa recta und afferenten Arteriolen lebender Nierenschnitte steigert. In 

afferenten Arteriolen beeinflusst die Dauer der Reoxygenierung die Stärke der 

Vasokonstriktion. 

 

Die descendierenden Vasa recta kontrahierten nach 90 min Hypoxie und 10 min 

Reoxygenierung stärker auf Ang II als die entsprechenden Kontrollen. Die afferenten 

Arteriolen in den Nierenschnitten zeigten eine verstärkte Antwort auf Ang II, wobei bei einer 

Reoxygenierungsphase von 20 min die Stärke mit zunehmender Hypoxiezeit anstieg. Die 

afferenten Arteriolen des in situ Modells antworteten auf Ang II, NA, ET-1 und ATP mit 

einer Vasokonstriktion, was auch schon in anderen Studien an isolierten Gefäßen und 

juxtamedullären Nephronen gezeigt werden konnte.
43-46

 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 Gefäßfunktion beobachtet werden kann. Die Nierentubuli sind 

verantwortlich für die Freisetzung vasoaktiver Substanzen, was die Funktion des Nierenmarks 

und der Nierenrinde beeinflusst. Während einer hypoxischen Schädigung der Niere verändert 

sich die metabolische Zusammensetzung, als auch die Sekretion vasoaktiver Substanzen. Dies 

sollte die mikrovaskuläre Funktion beeinflussen. Ang II und das NO beeinflussen 

entscheidend den Gefäßtonus in der Niere.
47-49

 Sie sind möglicherweise auch bei IRI 

entscheidende Komponenten der Pathogenese. Folglich verbessert Ang II-Rezeptor-

Hemmung die renale Funktion nach einem Ischämie-Reperfusionsschaden. Nach Ischämie 

und Reoxygenierung ist auch oxidativer Stress zu erwarten. Der Radikalüberschuss kann die 

Bioverfügbarkeit von NO vermindern und somit eine verstärkte Vasokonstriktion renaler 

Gefäße bewirken.
29,47,49

 Dies würde auch die verzögerte Wiederherstellung eines normalen 

Vasotonus nach Hypoxie in der Reoxygenierungsphase bei Ischämie- und Reperfusionsphase 

erklären. Eine lokale Aktivierung von Ang II während eines Ischämie-Referfusionsschadens 

führte in anderen Studien zur Aktivierung der NADPH-Oxidase, welche eine Hauptquelle der 

ROS ist.
47,50

 In den descendierenden Vasa recta war die NADPH-Oxidase-mRNA-Expression 
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nicht signifikant verändert. ROS-Konzentrationen oder Enzymaktivitäten wurden nicht 

gemessen. Die in vitro Situation der Messung spiegelt möglicherweise 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 erhöht und die 

NOX4-mRNA-Expression erniedrigt. Dieses Ergebnis spricht für eine veränderte ROS-

Produktion in afferenten Arteriolen nach Hypoxie. Es ist bekannt, dass NOX4 vasoprotektiv 

wirkt,
51

 während sowohl NOX1-, als auch NOX2-Aktivierung eine endotheliale Fehlfunktion 

unterstützen können.
52-54

 Nach H/R war die Aktivität der SOD afferenter Arteriolen reduziert. 

Dies unterstützt die Annahme erhöhter Superoxidkonzentration und kann für die gesteigerte 

Ang II-induzierte Antwort verantwortlich sein. 

Es wurde auch geprüft, 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.
55

 Die Aktivität von nNOS 

wird als ein direkter Sauerstoffindikator genutzt, wobei eine reduzierte Aktivität einen 

reduzierten Sauerstoffgehalt widerspiegelt.
55

 Die verminderte NOS-mRNA-Expression kann 

die Ursache einer verminderten NO-Bioverfügbarkeit und damit einer verstärkten 

Vasokonstriktion nach 90 Minuten Hypoxie in descendierenden Vasa recta sein. 

Veränderte Rezeptorexpression oder Signalwege kommen auch als Ursache für die erhöhte 

Kontraktilität auf Ang II in Frage. In den afferenten Arteriolen war die Expression der Ang II-

Rezeptoren nach H/R nicht verändert. Andere Studien sahen jedoch eine Herunterregulation 

der AT1R-mRNA-Expression nach Ischämie/Reperfusion.
44

  

Die Befunde zur Vasoreaktivität 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 möglicherweise vom Einfluss des umgebenden Nierengewebes 

unabhängig. 

 

Methode des Nierenschnittes 

Um die Überlebensfähigkeit der Nierenschnitte für das in situ Modell zu bestimmen, wurden 

H&E- und TUNEL-Färbungen durchgeführt. In den Nierenschnitten konnte das Auftreten 

einer Nekrose und Apoptose detektiert werden. Im Nierenmark wurde nach einer 

Carbogenbehandlung von 90 min ein signifikant höherer Anteil apoptotischer Zellen gesehen, 

im Vergleich zu einer Hypoxiebehandlung von 60 min. Der hohe Anteil apoptotischer Zellen 

im Nierenmark könnte nach der Carbogenbehandlung für die beobachtete Abschwächung der 
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kontraktilen Funktion der descendierenden Vasa recta verantwortlich sein. In der Nierenrinde 

wurde mit der Länge der Hypoxie eine signifikante Zunahme der Gewebeschädigung 

ermittelt. Die Schäden waren auch größer im Vergleich zur 60 und 90 min 

Carbogenbehandlung. Aufgrund der Ergebnisse wurde geschlussfolgert, dass das Überleben 

der Nierenschnitte auf 90 min begrenzt ist. Bei den Untersuchungen des Nierenmarkgewebes 

konnte keine Coexpression von α-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 höhere Resistenz gegenüber Hypoxie im Vergleich zu 

den tubulären Zellen hin.  

 

Schlussfolgerung 

Die verminderte vasodilatatorische Antwort  großer renaler Leitungsgefäße und die verstärkte 

vasokonstriktorische Antwort renaler Mikrogefäße nach H/R, tragen zu erhöhtem renalem 

vaskulärem Widerstand und zur Pathogenese des IRI bei. Beide Befunde unterstützen die 

Annahme einer kritischen Rolle des Gefäß- bzw. Mikrogefäßsystems bei der verzögerten 

Wiederherstellung der renalen Perfusion nach einer Ischämie. Wir zeigen hier, dass 

insbesondere die glatte Gefäßmuskulatur nach Hypoxie funktionell verändert ist. Die hier 

herausgearbeitete Rolle der sGC in der Genese verminderter Vasodilatation eröffnet Ansätze 

für Prävention und Therapie von IRI und AKI. 
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