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Vorwort

Ein Teil der in der vorliegenden Dissertationsschrift dargestellten Ergebnisse wurden 2017 in
einem Artikel zusammen mit anderen Autoren in der Acta Physiologica (Oxf.) vertffentlicht
(Gao X, Liu ZZ, Mohammed H, Braun D, Zhuge Z, Liu M, Lai EY, Jansson L, Carlstrom M,
Patzak A and Persson AEG, Acta Physiol (Oxf). 2018 Feb;222(2). doi: 10.1111/apha.12925
(45)). Das betrifft Daten der Kontrollgruppe mit 0,1% Albumin und der Osmolalitatskontrolle
fur den Effekt von erhdhter Albuminkonzentration in der Badldosung auf die Reaktivitat
afferenter Arteriolen der Maus (Gao X, Liu ZZ, Mohammed H, Braun D, Zhuge Z, Liu M, Lai
EY, Jansson L, Carlstrom M, Patzak A and Persson AEG, Acta Physiol (Oxf). 2018
Feb;222(2), Abb. 2). Hinsichtlich des Einflusses von Albumin auf die Gefal3reaktivitat wurden
Experimente teilweise parallel in Uppsala in Schweden und in dem Berliner Institut
durchgefihrt. Die Daten zum Einfluss von 4% Albumin auf die Angiotensin Il-Sensitivitat, die
in der vorliegenden Schrift dargestellt sind, unterscheiden sich deshalb von den publizierten
Daten (Abb. 1).

Die Daten zum Effekt erhdhter Albuminkonzentration in der Badlosung auf die DAF-FM-
Fluoreszenz entsprechen genau den publizierten Daten (Gao et al., Abb. 9). Ebenso sind die
Proteineffekte auf die Kontraktion von grof3en Arterien der Maus in dem erwahnten Artikel
publiziert (Gao X, Liu ZZ, Mohammed H, Braun D, Zhuge Z, Liu M, Lai EY, Jansson L,
Carlstrom M, Patzak A and Persson AEG, Acta Physiol (Oxf). 2018 Feb;222(2), Abb. 7).

Die Ergebnisse in glomerularen MikrogefaRen (afferenten Arteriolen) entstanden mit
methodisch/experimenteller Unterstiitzung von Dr. Zhi Zhao Liu. Die Daten zur Funktion
grolRer Arterien der Maus wurden mit experimenteller Unterstlitzung von Frau Diana Braun,
M.Sc., erhoben.
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Abkurzungsverzeichnis

Ai-, Ao, AsR Adenosin-Typ 1-, Typ 2-, Typ 3-Rezeptor

ACh Azetylcholin

DAF-FM 4-Amino-5-Methylamino-2',7'-Difluorofluoreszein
ECso mittlere effektive Wirkkonzentration

ETa-, ETs-Rezeptor

Endothelin-Typ A-, Typ B-Rezeptor

GFR glomerulare Filtrationsrate

5-HT1-, 5-HT2-

Rezeptor 5-Hydroxy-Tryptamin (Serotonin)-Rezeptor Typ 1 und 2
L-NAME L-N®-Nitroarginin-Methylester

MRNA “messenger” oder Boten-Ribonukleinsaure

NO Stickstoffmonoxid

NOS Stickstoffmonoxidsynthase

nNOS neuronale NOS, NOS1

iINOS induzierbare NOS, NOS2

eNOS endotheliale NOS, NOS3

P1-Rezeptor

Purinerger Rezeptor 1

P2X-Rezeptor

Purinerger Rezeptor 2 Subtyp X

gqPCR quantitative Echt-Zeit-Polymerase-Kettenreaktion

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

TGF tubuloglomerulére Riickkopplung (tubuloglomerular feedback)
TRPV4 » transient receptor potential vallinoid “ Typ 4

V1-, V2-Rezeptoren

Vasopressinrezeptoren Typ 1 und 2




Abstrakt

Die Niere nimmt eine zentrale Stellung bei Regulation des Osmo- und Volumenhaushaltes
des Organismus ein. Dehnungsrezeptoren im Niederdrucksystem als auch zentral und
peripher gelegene Osmorezeptoren sind an der Regulation durch Beeinflussung der
Vasopressinausschittung beteiligt. Vasopressin fordert den Einbau von Wasserkanalen im
Sammelrohr, damit die Wasserresorption, und hemmt die Diurese. Aber auch Anderungen
der Filtrationsrate konnen fur die Flussigkeitsausscheidung eine Rolle spielen. Die
Filtrationsrate wird durch den effektiven Filtrationsdruck und unter physiologischen
Umsténden damit durch den Widerstand afferenter und efferenter Arteriolen bestimmt. Es
wurde in Tierexperimenten gezeigt, dass die interstitielle Proteinkonzentration in der Niere
vom Hydratationszustand des Kérpers abhangt. In der folgenden Arbeit wird die Hypothese
aufgestellt, dass die interstitielle Proteinkonzentration den Tonus und die Reaktivitat
afferenter Arteriolen moduliert und damit via Anderung der glomerularen Filtrationsrate zur
Volumenregulation beitragen kdnnte.

Zur Testung der Hypothese wurden Experimente an Mause- (C57BI6) und RattengeféalRen
(Sprague Dawley) durchgefiihrt. Der Proteingehalt (Albumin) der Badl6sung wurde variiert
(proteinfrei, 0,1% oder 4% Albumin). Afferente Arteriolen der Maus wurden isoliert,
perfundiert, videomikroskopisch dargestellt und Anderungen des GefaRdurchmessers auf
Angiotensin |l bewertet. Mannitol wurde als Kontrolle fir osmolare Effekte von Protein
eingesetzt. Fluoreszenzuntersuchungen mit DAF-FM ermdglichten die Bewertung der
Stickstoffmonoxidverfligbarkeit in den Arteriolen. Die Antwort gro3er Nierenarterien der Maus
und Ratte auf Vasokonstriktoren wurde im Drahtmyographen, isometrisch, bei verschiedenen
Proteinkonzentrationen im Bad gemessen, um die Spezifitdt einer méglichen Proteinwirkung
beurteilen zu koénnen. Die Expression endothelialer, induzierbarer und neuronaler
Stickstoffmonoxidsynthase wurde auf mMRNA-Ebene in den GefalRen bestimmit.

Wir sahen eine groRere Reaktivitéat afferenter Arteriolen bei 4% Albumin in der Badldsung im
Vergleich mit 0,1%. Dieser Effekt konnte durch Mannitol in der Badldsung, welches einen
gleichen osmotischen Druck wie bei 4% Albumin entwickelte, simuliert werden. Die
Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid war bei 4% Albumin im Bad deutlich vermindert. In
grofRen Nierenarterien der Maus waren keine signifikanten Differenzen in den Antworten auf
Angiotensin 1l und Azetylcholin im Vergleich von 0,1% und 4% Albumin zu sehen.
Noradrenalinantworten unterschieden sich in groRen Nierenarterien der Ratte ebenfalls im
Vergleich von 4% Proteinanteil und proteinfreier LOsung nicht. Die induzierbare
Stickstoffmonoxidsynthase-mRNA war deutlich geringer bei 4% Albuminkonzentration

exprimiert.



Die Studie zeigt, dass eine erhohte Proteinkonzentration die Gefal3reaktivitat afferenter
Arteriolen, aber nicht die von grof3en Nierengefal3en verstarkt. Die erhéhte Osmolalitat und
eine verminderte Verfugbarkeit von Stickstoffmonoxid vermitteln die Wirkung einer erhdhten
Proteinkonzentration. Die Befunde unterstitzen die Hypothese eines intrarenalen

Mechanismus der Volumenregulation.

Abstract

The kidney is an important part in the control of volume and osmolality in the body. Stretch
receptors in the low-pressure system as well as central and peripheral osmoceptors
contribute to the control by modulating the vasopressin release in the hypothalamus/pituitary
gland. In addition, changes in the glomerular filtration rate may influence the diuresis. The
effective filtration pressure is regulated via changes of the resistance of afferent and efferent
arterioles. Studies showed that the extracellular protein concentration in the kidney increases
with dehydration of the body. We hypothesize that the interstitial protein concentration
influences the tone and reactivity of afferent arterioles in the kidney and this may contribute
to volume control.

To test the hypothesis, renal vessels of mice (C57BI6) and rats (Sprague Dawley) were
included. The protein concentration (albumin) of the bath solution was varied (protein free,
0.1% or 4% albumin). Mouse afferent arterioles were isolated and perfused. Angiotensin Il
was applied and the diameter was obtained by using video microscopy. To test for the effect
of increased osmolality due to increased protein concentration, mannitol was applied. The
fluorescent dye DAF-FM served for estimation of the nitric oxide bioavailability. The function
of big renal arteries in presence of different protein concentrations in the bath solution was
investigated by using wire myography. The mRNA expression of endothelial, inducible, and
neuronal nitric oxide synthase in renal vessels was measured by using the gPCR.

We found an increased reactivity of afferent arterioles to angiotensin Il in presence of 4%
protein in the bath. This effect could be mimicked by using mannitol instead of protein. The
nitric oxide bioavailability was decreased at 4% protein compared to 0.1%. In the big renal
arteries, angiotensin Il and acetylcholine responses were similar comparing 4% and 0.1%
protein concentrations. The response to norepinephrine was similar when using 4% albumin
or protein free solution in big renal arteries of rats. Die inducible nitric oxide synthase was
less expressed in big arteries exposed to 4% albumin compared to 0.1%. Nitric oxide
synthases expression did not differ in arterioles.

The study shows that increased protein concentration in the extracellular fluid leads to

enhanced angiotensin Il reactivity of afferent arterioles, but not big renal arteries. The protein
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effect may be due to the elevation in the osmolality of the solution and to reduced nitric oxide
bioavailability. The finding supports the hypothesis of an intrarenal mechanism of volume

control.



Einleitung

Die Nieren sind auf vielfaltige Weise in die homdostatische Regulation des Korpers
eingebunden. Als Stellglied der Regulation von Elektrolyt- und Wasserhaushalt erméglichen
sie eine Anpassung an Belastungssituationen wie Wassermangel oder elektrolytarme
Ernahrung. Sie sorgen ebenso bei Flussigkeitsbelastung, zum Beispiel beim sozialen
Trinken, fur einen schnellen Ausgleich des Wasserbestandes, entlasten damit den Kreislauf
und halten den osmotischen Druck in engen Grenzen. Die Nieren sind nicht nur Effektor in
den vermaschten Regelkreisen von Kreislauf, Flissigkeits- und Elektrolythaushalt, sondern
kénnen selbst Blutdruck, Harnzusammensetzung und auch Hypoxie detektieren und
entsprechende hormonelle und nervale Signalwege aktivieren.

Die beiden Hauptmechanismen der Nierenfunktion, namlich die Filtration und Resorption,
unterliegen verschiedensten vegetativ-neuronalen und hormonellen Einflissen, wobei der
Schwerpunkt der Feinregulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes in den Tubuli zu
suchen ist. Immer wieder werden aber auch die Filtration beeinflussende Faktoren, darunter
der Tonus der glomerularen GefaRRe, als wichtiger Angriffsort dieser Regelkreise diskutiert.
Obwohl die Nierendurchblutung und damit auch die Filtration Uber einen weiten Bereich des
arteriellen Mitteldruckes autoreguliert ist, schlie3t diese Eigenschaft aber eine Modulation
wie sie beispielweise von verschiedenen Autoren bei der druckabhéngigen Diurese diskutiert
wird, nicht aus. Im Zentrum des Geschehens stehen hier die afferenten Arteriolen, deren
Widerstand im Zusammenspiel mit den efferenten Arteriolen den Filtrationsdruck und damit
die Filtrationsmenge bestimmt. Afferente Arteriolen stehen auch im Dienste der
Blutdruckregulation, da sie aus den granularen Zellen druckabhangig Renin freisetzen und
damit die Aktivitdt des Renin-Angiotensin-Systems bestimmen. Diese Arteriolen sind
ebenfalls Stellglieder in der tubuloglomerularen Ruckkopplung, einem Mechanismus, der die
Filtrationsmenge an die Natriumchloridbeladung im distalen Tubulus anpasst. Die Sensoren
dieser Natriumchloridmessung liegen in dem Bereich des aufsteigenden Teils der
Henle'schen Schleife, der mit dem Glomerulus und den glomerularen Arteriolen in engem
Kontakt steht. Afferente und auch efferente Arteriolen unterliegen dem Einfluss des
sympathischen Teils des vegetativen Nervensystems, von vasoaktiven Hormonen, sowie
zahlreichen para- und autokrinen Substanzen aus dem Bereich des Glomerulus,
umgebender Tubuli und des GefédRendothels selbst. Damit kann die Durchblutungs- und
Filtrationsrate, die im Wesentlichen autoreguliert ist, an bestimmte Erfordernisse angepasst
werden. In der vorliegenden Arbeit soll erstmals der Einfluss interstitieller
Proteinkonzentration, die sich unter anderem in Abh&ngigkeit von Hydratationszustand des

Korpers andert, untersucht werden.



Literaturtbersicht

Funktion der Niere im Elektrolyt- und Wasserhaushalt

Korperwasser

Der Wasseranteil im Korper betragt bei mittleren Konstitutionstyp 55% bei Frauen und 60%
bei Mannern. Asthenische oder pyknische Typen haben 5%-10% mehr bzw. weniger Anteil.
Der Wasseranteil am Koérpergewicht ist bei Kindern hoher als beim Erwachsenen. Auch die
Verteilung ist altersabhangig. Der interstitielle Teil betréagt beim kleinen Kind ca. 25%
wahrend es beim Erwachsenen 15% sind. Auf Plasma- und Zellen verteilen sich 5% bzw.
40% des Gesamtwassers. Der tagliche Umsatz an Wasser ist sehr variabel und hangt unter
anderem von der korperlichen Betatigung, den klimatischen Verhaltnissen, und sozialen
Faktoren ab (112). Er betragt fur einen gesunden Menschen mittleren Alters, bei mittlerer
Umgebungstemperatur und Luftfeuchte, sowie durchschnittlicher Ernahrung und ohne
schwere physische Belastung ca. 3 |. Die FlUssigkeitsaufnahme (Getrédnke und andere
Nahrung) ist aufgrund von Verlusten an Wasser bedingt, die etwa jeweils zu einem Drittel
aus der Wasser- bzw. Flissigkeitsabgabe tber die Lungen und die Haut, obligater, sowie
fakultativer Harnproduktion bestehen. Unter gleichen Bedingungen besteht die
Wasseraufnahme ebenfalls wieder zu Dritteln aus obligater und fakultativer
Wasseraufnahme, sowie als Bestandteil von Nahrungsmitteln. Hinzu kommt ein nicht

unbedeutender Prozentsatz von Oxidationswasser aus dem Stoffwechsel (145).

Elektrolyte

Die Zusammensetzung der drei wesentlichen FlussigkeitsrAume unterscheidet sich.
Intrazellular ist Kalium das dominierende Kation, Hydrogenphosphat (HPO.?), Sulfat (SO4?%)
und Protein sind die wesentlichen anionischen Bestandteile. Im Extrazelludrraum finden sich
vor allem Na*, CI, und Bikarbonat (HCOs). Im Plasma gibt es zudem einen
erwdhnenswerten Anteil an negativ geladenen Proteinen. Dagegen st die
Proteinkonzentration im interstitiellen Raum sehr gering. Elektrolyte und Wasser tauschen
sich zwischen intravasalem (Plasma) und extravasalem (interstitiellen) Raum
verhaltnismafig leicht aus, wahrend die Barriere fir Proteine generell hdher, organbezogen
aber unterschiedlich ist (135).

Osmotischer Druck

Die Gesamtheit aller Elektrolyte im Plasma hat eine osmolale Konzentration von 290
mosmol/kg H.O. Der osmotische Druck, den sie erzeugen, betragt 5800 mmHg. Die
Elektrolytkonzentrationen im Plasma und interstitieller Fliissigkeit sind gleich und damit auch

die osmotischen Driicke. Proteine sind ebenfalls osmotisch wirksam und erzeugen im
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Plasma einen kolloidosmotischen Druck von 25 mmHg und im Interstitium, aufgrund der

geringeren Konzentration, nur von 5 mmHg (112).

Regulationsmechanismen des Wasserhaushalts

Osmotischer und Wasserbestand des Organismus sind die Determinanten der osmolalen
Konzentration. Die Schwankungen der Plasmaosmolalitdt liegen im Bereich von 1-3%.
Beispielweise fihrt 24 Stunden Wasserentzug zu einer Erhéhung der Osmolalitat um 10
mosmol/kg H.O (49; 142). Wasserzufuhr von ca. 850 ml bei dehydrierten Personen
vermindert die Osmolalitat innerhalb von 30 min um 6 mosmol/kg (48).

Die Osmolalitat wird an verschiedenen Stellen im Koérper gemessen. Schon vor ca. 60
Jahren wurden Osmorezeptoren mit Sitz im Gehirn vermutet (158). Zentrale
Osmorezeptoren, also Zellen, die osmotische Veranderungen wahrnehmen und darauf mit
einer Anderung ihrer Aktionspotentialfrequenz reagieren finden sich im Organum
vasculosum laminae terminalis (OVLT) (160), dem Nucleus supraopticus Mason (11; 89),
dem Subfornikalorgan (SFO) (143), Area praeoptica (100) und dem kaudalen Teil des
Nucleus tractus solitarii (NTS) (69). Der Transduktionsvorgang schlief3t die Modulation von
nichtselektiven Kationkanalen ein. Vermutlich handelt es sich um ,transient potential
vanilloid® (TRPV)-Kanéle (105). Sie werden mdoglicherweise durch einen mechanischen
Vorgang, der mit Grof3en/Formveréanderung der Zellen in Zusammenhang steht, aktiviert
(174).

Es gibt experimentelle Hinweise fir die Existenz von peripheren Osmorezeptoren, die
entlang des Verdauungstraktes liegen, als auch in BlutgefaRen. Rezeptoren wurden im
Oropharynx (78), im gastrointestinalen Trakt (3), im Mesenterium (23), In der Portalvene (9)
und der Leber Adachi (1) beschrieben. Osmorezeptoren werden vom N. Vagus versorgt, ihre

molekulare Struktur ist nicht bekannt (12).
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Abb. 1: Die Regulation der Osmolalitdt nach dem Prinzip der negativen Rickkopplung. Modulation der
Aufnahme oder Ausscheidung von Wasser und Salz entsprechend den osmotischen Verhdltnissen in
der Extrazelluarflissigkeit. Die gestrichelten Linien kennzeichnen Wege, fir welche die Datenlage
nicht sicher ist (nach Bourque CW (12)).

Die Information von zentralen und peripheren Osmorezeptoren wird in verschiedene
Hirnareale (oben genannte) projiziert, und mit anderen Signalen, wie zum Beispiel
Blutvolumen und Blutdruck integriert. Das fihrt dann zu einer osmoregulatorischen Aktivitat
mit dem Ziel der Aufrechterhaltung der Homoostase. Ein Uberblick tiber die prinzipiellen
Regelvorgange gibt Abb. 1. Die Wasserbalance wird im Wesentlichen tber das Durstgeflnhl
und die Stimulation oder Hemmung der Ausscheidung des antidiuretischen Hormons (ADH,
Synonym Vasopressin) erreicht. Der Salzgehalt kann Uber die Veranderung der Aufnahme
als auch Abgabe (Exkretion) eingestellt werden.

Die Regulation des Wasserhaushaltes erfolgt zum Beispiel Uber der Henry-Gauer-Reflex. Im
Jahre 1955 haben diese Autoren eine Beziehung zwischen atrialen Dehnungsrezeptoren und
der Urinausscheidung gefunden (58). Information tGber die Dehnung werden von Rezeptoren
in beiden Vorhofen durch vagale Afferenzen letztlich bis in den Hypothalamus gebracht und
dort die Produktion wund die Ausscheidung via Neurohypophyse moduliert.
Flussigkeitszunahme und damit Dehnung fuhrt zur Hemmung der Ausscheidung von ADH
und damit erhohter Diurese. Vorhofdehnung bewirkt zudem eine verstarkte Ausscheidung
von atrialem natriuretischem Hormon, welches Uber eine gesteigerte Natriumausscheidung

uber die Nieren zur Volumenverminderung beitragt.
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Der Natriumbestand wird vor allem Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
eingestellt. Es ist der wichtigste Mechanismus in der Regulation des Natriumhaushaltes bei
moderaten Anderungen. Bei Natriumdefizit kommt es zu einer starken Aktivierung des RAAS
mit der Folge einer Aldosteron-vermittelten Natriumriickresorption im distalen Tubulus der
Niere. Aldosteron stimuliert auch die Natrium- und Wasser-Rickresorption in den
Schweil3driisen und die Natrium- und Wasser-Ruckresorption im Darm. Auch Ang Il fordert
die Natriumresorption in den Nierentubuli (70). Dieses Protein erzeugt Durst tber zentral
gelegene Rezeptoren und tragt auch (ber diesen Weg zur Stabilisierung des
Wasseraushalts und des  Blutdruckes bei  (155). Die  Perzeption von
Natriumbestandsanderungen ist nicht sicher bekannt; sehr wahrscheinlich tragen
verschiedene Mechanismen dazu bei. Der renale Barorezeptor erfasst Anderungen des
renalen Perfusionsdruckes, der wiederum vom Blutvolumen und damit Natriumbestand
abhangt. Er moduliert die Reninfreisetzung aus den benachbarten juxtaglomeruldren
(reninbildenden) Zellen. Details dieser Perzeption und SignallUbertragung sind nur
unvollstéandig bekannt. Vermutlich perzipieren die reninbildenden Zellen nicht selbst den
Druck. Ebenfalls in der Niere wird das Natriumangebot im distalen Tubulus von Macula
densa-Zellen erkannt, die einen tonischen Einfluss auf die reninbildenden Zellen und damit
auf die Aktivitat des RAAS haben (130; 139). Dieser kurze Uberblick zeigt, dass Volumen-
(Wasser), Elektrolyt- und Osmoregulation durch vermaschte Regelkreise erfolgen, die eine

Homoostase der FlissigkeitsrAume gewahrleisten.

Rolle des juxtaglomerularen Apparates bei der Regulation von Elektrolyt- und

Wasserhaushalt

Die Niere ist auf vielfaltige Art und Weise in die Regulation der genannten Grdl3en
eingebunden. Sensorische Elemente flr intravasalen Druck, Volumen bzw. Natriumbeladung
des Harns im distalen Tubulus wurden schon erwahnt. Drucksensoren (intrarenaler
Barozeptor) sind in den afferenten Arteriolen des juxtaglomeruldren Apparatus lokalisiert.
Obwohl die Verbindung zum RAAS unumstritten ist, bleibt die Natur dieses Sensors
unbekannt. Jingere Arbeiten weisen auf eine Schlisselrolle von Connexinen, insbesondere
Connexin 40, fur Transduktion und/oder Transmission des Signals hin (79; 162).

Macula densa Zellen, die ebenfalls zum juxtaglomerularen Apparat zahlen, detektieren die
Natrium(chlorid)belastung des distalen Tubulus. Langfristige Absenkungen filhren zu einer
Aktivierung reninbildender Zellen und vermehrten Reninausschittung. Mediatoren dieser
funktionellen Verbindung von Macula densa und reninbildenden Zellen sind vermutlich COX-
Produkte (59). Der Mechanismus dient der Regulation von Elektrolyt- und Volumenhaushalt

und ist Teil der Blutdruckregulation.
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Afferente Arteriolen sind nicht nur Ort der Druckperzeption und der Reninbildung, sondern
tragen durch die ihre ausgeprdgte myogene Antwort zur Autoregulation der
Nierendurchblutung und glomerularen Filtrationsrate bei (101). Die glomerulare
Filtrationsrate wird letztlich im Zusammenspiel von afferenten und efferenten Arteriolen
eingestellt.

Kurzfristige Erhdhungen der distalen Natriumchloridbeladung fiihren zu einer Konstriktion der
afferenten Arteriole. Dieser Mechanismus wird tubuloglomeruldare Rickkopplung (TGF)
genannt und als ein Schutzmechanismus fir akute Natriumchloridverluste interpretiert. Die
enge Beziehung von Macula densa Zellen des dicken aufsteigenden Teils der Henle-Schleife
und den glomeruldren Arteriolen hat schon in den 1950er Jahren zu Spekulationen
hinsichtlich funktioneller Beziehungen dieser Strukturen gefiihrt und diese wurde dann
experimentell bestatigt (153; 154). In technisch anspruchsvollen Untersuchungen in Tieren
konnte mittels Mikropunktionstechnik gezeigt werden, dass ein erhéhter Fluss bzw. erhéhte
Natriumchloridkonzentrationen zur Kontraktion der afferenten Arteriole fihren (93). Bei
dieser ,stop flow“ genannten Technik wird ein oberflachlicher Tubulus punktiert und durch
einen Wachspropfen verschlossen. Durch eine Pipette auf der distalen Seite kann nun Fluss
und Natriumkonzentration moduliert werden, wahrend eine Pipette im proximalen von der
Verschlussstelle gelegenen Teil den Druck misst. Da kein Fluss besteht, entspricht dieser
Druck dem Druck in der afferenten Arteriole. Dieser wiederum wird vom GefaRdurchmesser
bzw. Tonus bestimmt. Natriumkonzentrationserhéhung fiihrt zur Vasokonstriktion und
Druckabfall. Zahlreiche Untersuchungen fihren nun zu der Annahme, dass die
Informationsiibertragung von den Macula densa Zellen zur Arteriole die Freisetzung von ATP
und/oder Adenosin aus den Tubuluszellen fuhrt (108). ATP kann tber extrazellulare Enzyme,
wie die 5-Ektonuklecotidase in Adenosin gespalten werden. Sowohl purinerge Rezeptoren
von Typ P2X fur ATP, als auch P1 flr Adenosin, kdnnen Konstriktionen der afferenten
Arteriolen vermitteln (138). Adenosin Typ 1-Rezeptor(A:R)-defiziente Mause zeigen ein stark
eingeschrankte TGF, ebenso wie 5'-Ektonukleotidase- oder Ektonukleosidetriphosphat-
diphosphohydrolase-1-defiziente Tiere (15; 18; 60; 75; 148). Die TGF leistet einen wichtigen
Beitrag zur Autoregulation der Niere, folglich ist diese bei A:R-defizienten Mause

eingeschrankt.

Modulation des Tonus/Durchmessers afferenter und efferenter Arteriolen — nervale,
endokrine, parakrine und autokrine Faktoren

Glomerulare Arteriolen haben eine Schlusselrolle bei der Einstellung renaler Durchblutung
und Filtrationsrate. Insbesondere die Funktion afferenter Arteriolen ist hier von Interesse, da
sie aufgrund ihrer ausgepragten myogenen Reaktion auf systemische Druckénderungen

schnell reagieren kénnen und auch eine Schutzfunktion vor erhdhtem, also potentiell
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schadigendem, Blutdruck fir die nachgeschalteten Nierenstrukturen besitzen. Zudem sind
afferente Arteriolen Haupteffektoren in der TGF (siehe auch Schnermann (136)). Da die
Filtration in enger Beziehung zum Wasser- und Elektrolythaushalt steht, kann die Modulation
des glomerularen arteriolaren Tonus die Regulation von Volumen und Natriumhaushalt
beeinflussen. Auf einige wichtige modulierende Faktoren soll deshalb im Folgenden

eingegangen werden.

Vegetatives Nervensystem

Glomerulare Arteriolen stehen unter dem Einfluss des sympathischen Nervensystems.
Tyrosinhydroxylase-positive Axone wurden sowohl in afferenten als auch efferenten
Arteriolen gesehen, wobei afferente GefaRe deutlich mehr Aktivitat, d.h. neuromuskuléare
Verbindungen aufwiesen (88). Bei Verwendung hydronephrotischer Nieren, die eine
MikrogefaRdarstellung erlauben, wurde eine Konstriktion afferenter und, mit einer geringeren
Sensitivitdt, auch efferenter Arteriolen bei Stimulation des Sympathikus gezeigt (22).
Noradrenalin konstringiert isoliert perfundierte afferente Arteriolen sowie afferente Arteriolen
in der juxtamedullaren Praparation von Ratten und M&usen und fiihrt zur Kontraktion grof3er
renaler Arterien der Maus (61; 64; 73; 85; 172). Die Aktivierung sympathischer Nierennerven
beeinflusst letztlich verschiedene Effektoren in der Niere (Tubuli, BlutgefaRe und
reninbildende Zellen) und steht im Dienst einer koordinierten Nierenfunktion (32). Die
Fahigkeit des sympathischen Nervensystems renale Arteriolen zu konstringieren, spielt auch
bei der Entstehung akuten Nierenversagens insbesondere in Verbindung mit verschiedenen
Schockformen eine Rolle (91; 96).

Adenosine, ATP, Diadenosine

Beide Substanzen konstringieren afferente Arteriolen, wobei Adenosin eine biphasische
Antwort erzeugt. Adenosin in hoéheren Konzentrationen (>10° mol/l) dilatiert afferente
Arteriolen (80; 164; 165). Die biphasische Antwort beruht auf der sequenziellen Interaktion
mit zun&chst konstriktorischen A;-Rezeptoren und dann auch mit dilatatorisch wirkenden Aza-
und Azs-Rezeptoren (80). Die Interaktion mit A;-Rezeptoren ist Teil des Informationsweges
von den Macula densa Zellen zu afferenten Arteriolen im Sinne der TGF. Welche Rolle die
Ar-Rezeptoren spielen, ist nicht vollstandig geklart. Denkbar ist ein protektiver Effekt auf die
Nierendurchblutung bei Ereignissen, die mit Nierenischamie respektive Nierenhypoxie und
vermehrter Adenosinbildung einhergehen (52; 76). Adenosin-Rezeptoren sind vermutlich an
der Genese akuten renalen Versagens beteiligt, wobei die Mehrzahl der Befunde fir eine
protektive Rolle von A:- und A.-Rezeptoren spricht. Die Funktion von As-Rezeptoren in der
Niere ist weitestgehend unbekannt (siehe Rabadi (128)). P2X-Rezeptoren mit denen ATP

unter anderem interagiert, sind flr Autoregulation der Nierendurchblutung und Filtration von
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erheblicher Bedeutung. ATP wird, wie oben erwdhnt als Mediator der TGF stark diskutiert
(53). Auch As-Rezeptoren sind in der Niere exprimiert und haben mdéglicherweise
dilatierende Wirkung auf afferente Arteriolen (87).

Diadenosinpolyphosphate, deren Stoffwechsel und Funktion bisher nur wenig bekannt ist,
konnen afferente Gefal3e konstringieren. Fir Diadenosinpentaphosphat wurde auch gezeigt,
dass es von kontrastmittelgeschadigten Tubuli freigesetzt werden kann und damit an der

Pathogenese von akutem Nierenversagen beteiligt sein kénnte (114).

Angiotensin Il

Dieses Peptid findet sich in der Niere in vergleichsweise héheren Konzentrationen als im
Ubrigen Koérper. Es hat auf Nierenarterien und —arteriolen konstriktorische Effekte, die in den
kleineren Gefal3en starker ausgepragt sind. Angiotensin Il spielt nicht nur bei der Regulation
der Nierendurchblutung- und Filtration eine Rolle, sondern férdert selbst die
Natriumresorption im den Tubuli. Insgesamt sind die Effekte volumenerhéhend und
blutdruckstabilisierend.

Die starke gefaRRkonstringierende Wirkung von Angiotensin Il wurde in zahlreichen
Experimenten am instrumentierten Tier, im Modell der Hydronephrose, der juxtamedullaren
Praparation und auch in isolierten Gefal3en gezeigt (2; 63; 74; 102; 111; 132; 161). Es nicht
ganz klar, ob es eine differentielle Wirkung von Angiotensin Il auf afferente bzw. efferente
Arteriolen gibt und wie diese dann aussieht. Speziesunterschiede und Unterschiede in der
Messmethode kénnen fir die uneinheitlichen Ergebnisse verantwortlich sein (30; 31; 68; 97;
109; 146; 150; 172). Angiotensin Il ist ein Vasokonstriktor, aktiviert aber auch dilatorische
Systeme unter anderem via Stickstoffmonoxid(NO)-freisetzung und antagonisiert damit zum
Teil seine konstriktorische Wirkung. Unterschiede in der NO-Verfugbarkeit zwischen
afferenten und efferenten Arteriolen kénnten somit Ursache unterschiedlicher Angiotensin II-
Wirkung an diesen Gefal3en sein (36; 67; 116; 119). Angiotensin Il wirkt inflammatorisch und
profibrotisch und tragt zum Gefal3- und Nierenumbau bei Erkrankungen mit erhéhter RAAS-
Aktivitat bei (113). Angiotensin Il entfaltet die Mehrzahl seiner Wirkungen tber Angiotensin-
Typ 1(AT1)- Rezeptoren. Blockade dieses Rezeptors bzw. des RAS hat antihypertensive,
antiinflammatorische, antifibrotische und antiproliferative Wirkungen in den meisten
Untersuchungen und wird klinisch breit angewendet (113). AT,-Rezeptoren spielen vor allem
der embryonalen Entwicklung und in der Postnatalperiode eine Rolle (129). Es gibt Hinweise
darauf, dass der AT,-Rezeptor die AT:-vermittelten negativen Effekte bei Herz-Kreislauf- und
Nierenerkrankungen aufheben kann. Die Datenlage zur Wirkung von AT,

Rezeptorstimulation in diesem Zusammenhang ist jedoch nicht eindeutig (siehe (90; 167).
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Endothelin

Dieses Peptid, welches in drei Isoformen (Endothelin 1, -2 und -3) vorkommt und vor allem
im Endothel gebildet wird, ist ebenfalls ein starker Vasokonstriktor (170).
Endothelinapplikation fuhrt zur Erhdhung des renalen Widerstands und Abfall der renalen
Durchblutung (72; 126). Dies weist auf eine Uberwiegend vasokonstriktorische Wirkung von
Endothelin hin. Endothelin interagiert mit Endothelin A (ETa)- und ETs-Rezeptoren. ETa-
Rezeptoren sind Uberwiegend in der glatten GefalBmuskulatur exprimiert. ETg-Rezeptoren
finden sich auf Endothel- und glatten Gefalimuskelzellen (41; 166). ETs-Rezeptoren
vermitteln Uberwiegend Vasodilatation, allerdings wurden in einigen Studien auch
konstriktorische Eigenschaften gesehen. ETa-Rezeptoraktivierung fuhrt Gberwiegend zur
Konstriktion. In einer Studie wurden jedoch auch dilatatorische Eigenschaften gesehen
(134). Ob es diese Vielfalt an Expressionsmuster und damit vasoaktiven Funktionen
tatsachlich gibt, ist nicht ganz klar. Die in den Studien verwendeten Antagonisten und
Agonisten dieser Rezeptoren sind nicht hundertprozentig spezifisch. Speziesunterschiede
koénnten auch zu den nicht ganz einheitlichen Vorstellungen hinsichtlich der Rezeptorfunktion
beitragen (66; 134). Expression und mdglicherweise Aktion von Endothelin differieren im
Vergleich von afferenten und efferenten Arteriolen. In M&usen wurde eine starkere
Konstriktion auf Endothelin-1 in afferenten Arteriolen im Vergleich zu efferenten gefunden
(134). ETs-Rezeptoren spielen in afferente Arteriolen vermutlich keine Rolle, wéhrend sie in
efferenten Konstriktion vermitteln und den basalen Durchmesser der Gefal3e Uber NO-
Freisetzung beeinflussen. In afferenten Arteriolen der Ratte hat der ETs-Rezeptor dagegen
eine konstriktorische Wirkung (66). Eine Reihe von Befunden lasst auch eine Rolle
endogenen Endothelins bei der Entstehung von Nierenerkrankungen vermuten (14; 20; 34;
50; 83).

Aldosteron, Vasopressin

Zwei Hormone, welche in die Regulation des Wasser- und Elektrolythaushalts eingebunden
sind, kobnnen afferente Arteriolen Uber nichtgenomische Wege direkt beeinflussen. Fir
Aldosteron sind vasokonstriktorische Eigenschaften bei gleichzeitiger Aktivierung von NO-
vermittelter Dilatation beobachtet worden (5; 157). Aldosteron beeinflusst die Funktion des
juxtaglomeruldren Apparates auch Uber die Stimulation der Superoxidproduktion in den
Macula densa Zellen (175). Andere Arbeiten zeigen eine Freisetzung von NO durch
Aldosteron via Mineralokortikoidrezeptoren in Macula densa-Zellen (44).

Die Ergebnisse hinsichtlich der Wirkung von Vasopressin bzw. Arginin-Vasopressin in
renalen Gefal3en ist nicht ganz eindeutig. Es wurden Reaktionen groRerer GefalRe, aber
auch von Arteriolen in hydronephrotischen Préparationen sowie in ,arteriolar casts” gesehen

(19; 26). In isoliert perfundierten afferenten Arteriolen von Kaninchen induzierte Vasopressin
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eine Konstriktion via V1-Rezeptoren und entwickelte dilatatorische Eigenschaften via V2-
Rezeptoren (151). In juxtamedullaren Nephron-Préparationen fihrte Arginin-Vasopressin-
Applikation zur Konstriktion afferenter Arteriolen (55). Die Mechanismen der
konstriktorischen Aktion sind teilweise bekannt. In afferenten Arteriolen spielen vor allem
spannungsabhangige Ca?'-Kanale eine Rolle, wahrend in efferenten Arteriolen die Ca?'-
Freisetzung aus intrazelluléaren Speichern im Vordergrund steht (38).

Histamin, Serotonin

In  hydronephrotischen Nierenpraparationen versachte Serotonin(5-HT)-Gabe eine
Konstriktion gréRerer GefalRe durch Aktivierung von 5HT2-Rezeptoren, bei gleichzeitiger
Dilatation von Arteriolen, die moglicherweise durch 5-HT1-Rezeptoren vermittelt wird.
Serotonin verschlechterte in diesen Experimenten die Autoregulation der Niere (37). Die 5-
HT2-Rezeptor-Rolle bei der Vasokonstriktion renaler Gefal3e wird auch durch in vivo
Arbeiten unterstitzt (92). Serotonin ist an der Entstehung der diabetischen Nephropathie
beteiligt. Ein therapeutischer Effekt von 5-HT2-Rezeptor-Antagonisten wurde diskutiert (33).
Histamin entwickelt in verschiedensten Gefal3gebieten inklusive der Niere dilatatorische
Wirkungen (57). Es wird aus Mastzellen und basophilen Granulozyten freigesetzt und ist
wichtiger Modulator des Gefal3tonus bei allergischen Reaktionen. In der isoliert perfundierten
Niere der Ratte war die histamininduzierte Dilatation durch L-NAME nicht hemmbar, was auf
einen NO-unabhéngigen Mechanismus in diesen Gefallen hinweist (81). Die
Histaminwirkung an  Nierengefallen hat klinische Bedeutung. Therapie mit
Histaminrezeptorantagonisten ~ kann eine  schon  eingeschrankte  Nierenfunktion

verschlechtern (10).

NO, COX- und P450-Produkte, EDHF

NO ist ein wichtiger Vasodilatator in der Niere. Zahlreiche Studien fanden eine Erhéhung des
renalen Widerstandes bzw. Verminderung der Nierendurchblutung bei Inhibition der NO-
Synthase mit L-NAME (siehe (119)). Langfristige Gabe von L-NAME kann Nieren schadigen
und fahrt in Kombination mit Angiotensin Il zu chronischen Nierenschaden. NO wird in der
gesunden Niere von der endothelialen NO-Synthase (eNOS), lokalisiert im Gefal3endothel,
und der neuronalen NO-Synthase (nNNOS), die vor allem in den Macula densa-Zellen
exprimiert wird, gebildet (8; 95). Hinzu kommt eine funktionell wirksame Produktion im
Nierenmark mit Einfluss auf die Funktion der Vasa recta und Nierentubuli (28). Glomerulare
Arteriolen unterliegen dem Einfluss sowohl des endothelial als auch nNOS-gebildeten NO.
Experimente unter Verwendung von eNOS- und nNOS-defizienten Tieren weisen auf einen
starkeren Einfluss von endothelialem NO im isoliert perfundierten juxtaglomerularen Apparat
hin (120). NO aus Macula densa-Zellen moduliert die TGF (122). Trotz dieser zahlreichen
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Befunde, die auf eine grof3e Rolle von NO in der Regulation von glomerularer Filtrationsrate,
Elektrolyt- und Wasserhaushalt und mdglicherweise bei der Entstehung einer arteriellen
Hypertonie hinweisen, zeigen eNOS- und nNOS-defiziente Tiere nur moderate Anderungen
in funktionellen Parametern des Kreislaufs und in der GefaRRfunktion. Dies ist auch auf die
kompensatorisch verstarkte Funktion von Isoenzymen der NOS und anderer dilatatorischer
Systeme zurtickzufiihren (51; 147). Experimentelle Befunde zeigen, dass NO-Mangel an der
Genese von akutem und chronischem Nierenversagen beteiligt ist (99).

Zyklooxygenase-Produkte haben konstriktorische und dilatatorische Effekte in renalen
Arteriolen. In Angiotensin II-behandelten Kaninchen ist die erhdhte Vasoreaktivitat vermutlich
auf COX1- und COX2-gebildete Prostaglandine zurlckzufuhren (163).
Hydroxyeicosatetraensauren sind an der NO-unabhangigen Bradykinin-induzierten Dilatation
von afferenten Arteriolen der Ratte beteiligt (62; 65). Der Durchmesser efferenter Arteriolen
wird vermutlich durch COX-Produkte beeinflusst, die aus dem Bereich des Glomerulus
kommen und durch Bradykinin aktiviert werden. Auch Zytochrome-P450-Derivate sind an der

Regulation des Widerstandes efferenter Arteriolen beteiligt (131).

Reaktive Sauerstoffspezies

Radikale entstehen infolge verschiedenster chemischer Vorgange im Organismus. Sie sind
schnelllebig. Zu den Sauerstoffradikalen zéhlen vor allem Superoxid (Hyperoxidanion),
Hydroxylradikal, Wasserstoffperoxid und Reaktionsprodukte wie zum Beispiel Peroxynitrit.
Hauptorte der Radikalentstehung sind die Mitochondrien, aber auch zytosolische Enzyme
kénnen Radikale bilden. Dazu gehoéren die NADPH-Oxidasen (54). Eine Verschiebung des
Gleichgewichts von Radikalbildnern und Radikalfangern zugunsten ersterer fihrt zu
oxidativem Stress. Radikale sind nicht nur Nebenprodukt biochemischer Vorgange sondern
werden von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen fur die Abwehr von Bakterien
eingesetzt und sie sind auch Signalstoffe (7; 35). NADPH-Oxidasen sind in die kontraktile
Antwort von afferenten Arteriolen auf Angiotensin Il, Adenosin und Endothlin-1 involviert (17;
40). Zahlreiche Arbeiten belegen die modulierende Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies
fur die Funktion des juxtaglomerularen Apparates (168; 169). NOX2 ist verantwortlich fur die
NaCl-induzierte Superoxidgenerierung in den Macula densa-Zellen (84; 173). Radikale
verstarken die TGF. Dies kann eine Ursache fur die Entwicklung arterieller Hypertonie sein
(168; 169).

Diese komprimierte Darstellung wichtiger vasoaktiver Stoffe und Signalwege von Kontraktion

und Dilatation glomerularer Arteriolen zeigt, dass der Einfluss auf den Tonus/Durchmesser

dieser Gefalde vielféaltigen Ursprungs ist.
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Herleitung der Fragestellung

Anderungen des Volumens im Extrazellularraum beeinflussen die Sensitivitat der TGF, bei
der afferente und mdoglicherweise efferente Arteriolen wichtige Stellglieder sind (124). Die
TGF ist in Tieren mit Dehydratation verstarkt, wahrend sie in Tieren mit Volumenerhdhung
vermindert ist (124; 140). Es gibt Hinweise darauf, dass eine variable NO-Bioverfligbarkeit in
den Arteriolen dafiir verantwortlich ist (16). Die Anderungen extrazellularen Volumens gehen
auch mit Anderungen der Proteinkonzentration im Interstitium einher. Diese liegen in der
Rattenniere zwischen 0,7g% (Volumenexpansion) und etwa 3% bei Dehydratation (141). In
der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, wie die extrazellulare Proteinkonzentration
die Funktion von afferenten Arteriolen beeinflusst. Dies kdnnte einen weiteren Mechanismus

der Volumenregulation darstellen.

Hypothese

Die Haupthypothese der vorliegenden Arbeit ist die Annahme einer vasokonstriktorischen
Wirkung von erhohter extravasaler (respektive interstitieller) Proteinkonzentration auf
afferente Arteriolen der Niere.

Methoden

Versuchstiere

Es wurden mannliche C57BL6-Mause im Alter von 3 bis 6 Monaten und einem
Korpergewicht von 25-35 g (Tierexperimentelle Einrichtung der Charité) sowie Sprague
Dawley Ratten mit einem Gewicht von 250 bis 350g (Charles River, Deutschland) verwendet.
Alle Tiere wurden in gemeinsamer Kafighaltung in der tierexperimentellen Einrichtung der
Charité am Campus Mitte (CCM) in der Zeit zwischen Lieferung und Experiment gehalten.
Sie wurden mit Standard-Pressfutter erndhrt und hatten freien Zugang zu Wasser. Es wurde
ein 12-stiindigen Tag-Nacht-Rhythmus eingehalten.

Tierhaltung und Verwendung fanden unter Berlcksichtigung des Tierschutzgesetzes vom
01.01.1987, herausgegeben vom Bundesministerium der Justiz, statt. Die Tétung der Tiere
wurde vom Landesamt fir Gesundheit und Soziales des Bundeslandes Berlin (LAGeSo0)
angezeigt (Behordliche Nummern: T 003/06, T 016/08).

Die ,Grundsatze der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® wurden

beachtet.
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Praparation und Perfusion der afferenten Arteriolen

Die Mause wurden getétet und die Nieren entnommen. Der Hilus wurde durch einen Schnitt
mit einer langen Rasierklinge (,blades for Triumph scrapers®, Jydsk Barberblade-Fabrik A/S,
Aalborg, Danemark) entfernt und die Nierenkapsel abgezogen. Die Nieren wurden quer zur
Langsachse in mehrere millimeterdicke Schnitte geteilt und diese in DMEM-LAsung
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium F12, 15 mM HEPES und Natriumbikarbonat, Sigma-
Aldrich, Deutschland) und in einem eisgeflllten Behéalter gelagert. Aus dem Vorrat des
Nierenmaterials wurde eine einzelne Schnitte entnommen und fir die Praparation
bereitgestellt. Diese erfolgte in 4°C-geklhlter DMEM-L6sung. Die Temperatur dieser Losung
wurde durch eine Regelschaltung, die ein Peltierelement steuerte, gewéahrleistet
(Werkstatten der Charité). Die Praparation erfolgte unter Hilfenahme eines Mikroskops (SMT
4, Askania Mikroskoptechnik Rathenow, Deutschland) bei bis zu 200facher optischer
VergroBerung. Afferente Arteriolen und der zugehorige Glomerulus wurden mit feinen
Pinzetten (DUMONT-Pinzette Nr. 5, gerade), die unter dem Mikroskop per Hand auf einem
Schleifstein (,White Arkansas®) in die passende Form gebracht wurden, prapariert. Arteriolen
mit Glomerulus entstammten dem mittleren bis &uf3eren Teil der Rinde. Sie wurden mittels
einer proteinbenetzten Glaspipette in eine thermostatierte Organkammer (Firma Vetec,
Rostock, Deutschland) mit einem Volumen von 2 ml Uberfuhrt. Diese befand sich auf dem
Tisch eines Mikroskops umgekehrter Bauweise (Axiovert 100, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland).

Die Perfusion der Arteriolen erfolgte durch selbst geformte Pipetten (Glasréhrchen von
Vestavia Scientific, Vestavia Hills, Ala, USA). Die d&uRere Pipette hatte eine Offnung von ca.
26 um, die innere Pipette einen AuBBendurchmesser an der Spitze von 5 um. Haltepipette
und Perfusionspipette wurden so ineinander gesetzt und justiert, dass die Arteriole am freien
Ende gehalten und zugleich perfundiert werden konnte. Dieses Perfusionssystem (Firma
Luigs&Neumann, Ratingen, Deutschland) zum Fillen der Pipetten, Erzeugung des
Unterdrucks zum Halten der Arteriole, zur Perfusion via innere Pipette sowie zum
Losungswechsel durch eine weitere, in der inneren Pipette gelagerten Austauschpipette, war
an Mikromanipulatoren befestigt, die in Xx,y,z-Richtung dber Schrittmotoren und
Steuerelemente bedient wurden (Abb. 2). Ein weiteres System wurde zum Halten der
glomeruléaren Seite des Praparates benutzt, so dass eine stabilere Perfusionssituation in der
Kammer erreicht werden konnte. Die Perfusion erfolgte Uber die Austauschpipette, welche
die Perfusionslosung von einem Vorratsbehélter mit einem Druck von 100 mmHg in die
innere Pipette fihrte. Der Druck in der Spitze der inneren Pipette gentgte fir eine deutliche
Aufweitung der Arteriole. Der Losungsfluss durch die Arteriole betrug etwa 50 nl/min (117)

und lag damit in einem physiologischen Bereich. Die Temperatur in der Kammer wurde auf
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37°C stabil eingestellt und fortlaufend automatisch reguliert. Die Perfusionslésung bestand
aus DMEM-L6sung, die einen 1%igen Albuminanteil (Bovine Serum Albumin-Fraction V,
Sigma-Aldrich, Karlsruhe, Deutschland) hatte. Die Badlésung war ebenfalls DMEM-L6sung,
jedoch mit 0,1% Albumin. Es wurden nur Arteriolen fur die Studie verwendet, die nicht spater
als 90 min nach T6tung des Tieres erfolgreich perfundiert waren.

Arteriolen wurden hinsichtlich des Bestehens eines Tonus und der Reaktivitdt auf KCI (100
mmol KCl-haltige Lésung: (in mmol/l) NaCl 20; KCI 95; NaHCO; 25; K;HPO, 2,5; CaCl; 1,3;
MgSO0s 1,2; Glukose 5,5; HEPES 10) getestet. Dabei wurde der Druck in der Arteriole kurz
erhoht und die Durchmesseranderung bewertet. Arteriolen, die sich hier stark erweiterten,
wurden ausgeschlossen. KCI-Losung, fir einige Sekunden appliziert, musste zu einer
kompletten Konstriktion mit Verschluss des GefaRRlumens fuhren. Das GefalR wurde sonst

aus der Studie ausgeschlossen.
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Abb. 2: Experimenteller Aufbau mit Blick auf die Mikroperfusionseinrichtung, die auf einem Mikroskop
umgekehrter Bauweise montiert ist. In der Mitte erkennt man die Perfusionskammer. Links und rechts
befinden sich Perfusionssysteme mit den in die Kammer reichenden Pipetten. Die Perfusionssysteme
werden mit xyz-Mikromanipulatoren in pum-Schritten bewegt. Im Vordergrund sieht man die Kamera
(Moticam) fur die videomikroskopischen Aufnahmen. Links im Bild erkennt man das Druckreservoir mit

Perfusionsflissigkeit in einer 50 ml Spritze.
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Videomikroskopie und Analyse

Mittels Videomikroskopie (Videokamera Moticam 2.0 MP, Motic Asia, Hong Kong) und unter
Verwendung eines Objektivs LD-A-Plan 40x «/1,0 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) wurden
die Arteriolen dargestellt. Pro Ereignis wurden funf Videobilder gespeichert und ,,off line* mit
dem Programm ,ImageJ* (National Institutes of Health, USA) analysiert. Das System wurde
mit Hilfe einer Mikrometerskalierung auf einem Objekttrager kalibriert. Die EndvergréRerung
auf dem Computerbildschirm war ca. 1000fach. Fur die Bewertung der isotonischen
Kontraktion der GefaRe wurden die luminalen Durchmesser gemessen (Abb. 3). Jeweils
Messungen von funf Bildern eines Ereignisses wurden gemittelt, um Messfehler zu
verringern. Der so ermittelte Wert reprasentierte ein Ereignis (z.B. eine Konstriktion infolge

Agonistenapplikation).

Abb. 3: Videomikroskopisches Bild einer perfundierten afferenten Arteriole der Mausniere. A: Zustand
nach Temperaturadaptation ohne pharmakologische Beeinflussung. B: Konstriktion des Gefal3es nach

Austausch der Badlésung mit einer Angiotensin II-DMEM-L6ésung (108 mol/l Angiotensin I1).
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Messung der Osmolalitat der Badldsungen

Es wurden Losungen mit 0,1% und 4% Albumin in DMEM-L6sung bzw. eine Mannitol-haltige
DMEM-L6sung hergestellt und die Osmolalitat dieser Loésungen mit Hilfe der

Gefrierpunkterniedrigung gemessen (Type 15 Osmometer, Loser Messtechnik, Berlin).

Protokolle

Effekt einer erhéhten Albuminkonzentration in der Badlosung auf den Ruhedurchmesser und
Gefalreaktivitat

Die Arteriole wurde erwéarmt (ca. 10 min) und mdgliche Reaktionen darauf protokolliert. Dann
wurde KCI (100 mmol/l in physiologischer Lésung) verabreicht. Nach Bestehen des KCI-
Tests folgte eine weitere Adaptationsperiode von ca. 10 min. Dann wurde in der
Experimentalgruppe DMEM mit 4% Albumin von der Badseite her verabreicht. Im Laufe der
nachsten 20 min wurden videomikroskopisch, in Abstdnden von 5 min, jeweils funf Bilder
gespeichert. In der Kontrollgruppe erfolgte ein Lésungswechsel mit 0,1%-Albumin-DMEM-
Ldsung Im Anschluss wurde die Badlésung durch Angiotensin [I-DMEM-L&sung (4% oder
0,1% Albumin) mit steigenden Angiotensin II-Konzentrationen (1012 — 10 mol/l) alle 2 min
ausgetauscht. Die funf videomikroskopischen Bilder wurden jeweils 1 min 45 sec nach dem

jeweiligen Lésungswechsel aufgenommen.

Effekt eines erhohten Osmolalitat der Badlosung auf die Reaktivitat der afferenten Arteriole
Das Vorgehen entspricht im Wesentlichen dem vorhergehenden Protokoll. Es wurde eine
Angiotensin  ll-Konzentrations-Wirkungs-Kurve  in  Mannitol-haltiger =~ DMEM-L6sung

gemessen, deren Osmolalitat derjenigen der 4%igen Albuminldsung entsprach.

DAF-Fluoreszenz der afferenten Arteriole

Die Bioverfiigbarkeit von NO in den afferenten Arteriolen wurde mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes 4-Amino-5-Methylamino-2’,7’-Difluorofluoreszein (DAF-FM) Diazetat
bestimmt. DAF-FM wurde in DMSO gel6st (10 °mol/l). Die Arteriolen wurden nach Adaptation
und KCI-Test fur 40 min mit DAF-FM in einer Endkonzentration 2x10° mol/l in DMEM bei
Raumtemperatur beladen. Der Perfusiondruck wurde in dieser Phase auf 30 mmHg gesenkt,
um die NO-Produktion niedrig zu halten. Danach wurde DAF-FM ausgewaschen.

Die Darstellung der Fluoreszenz erfolgte unter Verwendung eines Fluoreszenzsystems von
Visitron Systems (Munchen, Deutschland). Dabei wurden die GefalRe mit Licht im Bereich
von 490 nm Wellenldnge beleuchtet und damit DAF-FM-NO-Komplexe angeregt. Die
Emission wurde im Bereich von 550-600 nm Wellenlange gemessen. Belichtungslange und
andere Parameter der Darstellung wurden mit dem Programm VisiView (Visitron Systems,

Minchen, Deutschland) eingestellt. Ein entsprechendes Filtersystem, das in den Lichtweg
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des Axiovert 100-Mikroskops eingebaut wurde, stammt von Chroma Technology (Bellows
Falls, VT, USA). Die Analyse der Fluoreszenzintensitaiten wurde mit dem Programm
Metamorph (Molecular Devices, Silicon Valley, USA) durchgefiihrt. Mit Hilfe des
Programmes wurden ,regions of interest” (ROIs) festgelegt, die in diesem Falle den Wanden

der Arteriolen entsprachen Die Intensitaten wurden farbkodiert.

Protokolle

Die DAF-FM-Fluoreszenz wurde in Arteriolen gemessen, die entweder 0,1% Albumin oder
4% Albumin in der DMEM Badl6sung hatten. Auf3erdem wurde in einer weiteren Serie L-
NAME (N(G)-Nitro-L-argininmethylester) in 0,1% Albumin-DMEM-L6sung appliziert.
Hierdurch wurde die NO-Produktion gehemmt werden. Diese Serie diente der Abklarung der
Spezifitat der DAF-FM-Fluoreszenz. Die Vorbehandlungsdauer fur 4% Albumin und L-NAME
betrug 15 min. Eine entsprechende Zeitkontrolle erfolgte bei der 0,1%igen Albuminlésung.
Die Fluoreszenz wurde dann jede Minute Gber 20 min erfasst und graphisch, gemittelt Gber
alle Versuche, dargestellt.

Isometrische Untersuchungen an grof3en renalen Arterien der Maus und Ratte

Nach Sedierung mit Isofluran wurden die Mause bzw. Ratten dekapitiert und die Niere
entnommen. Die Kapsel wurde entfernt und die Nieren in der Langsachse geschnitten. Die
Praparation erfolgte in eisgekuhlter Krebs-Henseleit-Lésung mit reduziertem Calcium-Anteil
(146 mmol/l NaCl, 4,5 mmol/l KCI, 1,2 NaH>PO4, 1,0 mmol/l MgSO,, 1,6 mmol/l CaCl,, 0,025
mol/l EDTA, 5.5 mmol/l Glukose, 5 mmol/l HEPES). Es wurden dann Arterien prapariert, die
aus den Stammarterien entspringen und welche in die Aa. arcuatae lbergehen (entspricht
Aa. interlobares des Menschen). Diese wurden auf 2 mm Lange geschnitten und in einen
Drahtmyographen eingespannt (Modell 410A, DMT, Danemark, Abb. 4). Die GefaRe wurden
etwa 30 min nach Totung des Tieres mit Hilfe von 40 um dicken rostfreiem Draht zwischen
dem Kraftaufnehmer und dem beweglichen Befestigungsteil fixiert. Die Geféal3e wurden
langsam auf 37°C erwarmt. Dann wurde eine GefaRgrundspannung bzw. GefalRdurchmesser
eingestellt. Die Einstellung orientierte sich an dem Verfahren von Mulvany (94). Der
Durchmesser wurde auf 80% des Durchmessers gesetzt, der einem transmuralen Druck

(Spannung) von 100 mmHg entsprach.

Protokolle

Die Experimente wurden unter Carbogen-Begasung folgender Lésung bei pH 7,4 und 36°C
durchgefuhrt: 118,6 mmol/l NaCl, 4,7 mmol/l KCI, 2,5 mmol/l CaClz, 1,2 mmol/l MgSQOy, 1,2
mmol/l KH2POg4, 25,1 mmol/l NaHCOs und 5,5 mmol/l Glukose.
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Zunachst wurde eine KCl-haltige Losung (100 mmol/l KCI) appliziert und eine stabile
Kraftentwicklung abgewartet. Danach wurde fir 10 min ausgewaschen. Im Anschluss wurde
dann entweder eine kumulative Angiotensin Il-Konzentrations-Wirkungskurve (101° — 10
mol/l) fur 0,1% und 4% Albumin in der Lo6sung (Maus), oder eine Noradrenalin-
Konzentrations-Wirkungskurve (Ratte) gemessen. Die dabei jeweils entstehenden Kréfte
wurden auf die Kraft bei 100 mmol/l KCI-Stimulation bezogen.

Im Anschluss an die Konzentrations-Wirkungskurven fir Angiotensin IlI, wurden nach
mehrmaligem Auswaschen und Erreichen des Ausgangstonus Azetylcholin (ACh)-
Konzentrationskurven gemessen. Die Gefalie wurden dazu mit Phenylephrin auf 50% der
maximalen KCI-Kontraktion vorkontrahiert. ACh wurde in kumulativ appliziert

(Endkonzentrationen im Bad: 10°-10° mol/l).

Abb. 4: Experimenteller Aufbau fur die Messung der Kraft in grolen GeféaRen. Im Vordergrund sieht
man das Messgerat mit zwei Kammern (vorn und hinten, in der Mitte der Abbildung), die mit Carbogen
begast werden. Auf beiden Seiten befinden sich Mikrometerschrauben fur die Einstellung der

Vorspannung. Im Hintergrund ist der Signal-Verstarker mit digitaler Anzeige dargestellt.

Expression von NOS-Isoformen in afferenten Arteriolen und in grof3en renalen Arterien und
der Maus

GrolR3e renale Arterien: Mannliche Mause (C57BL6), 25-30 g Kdrpermasse wurden, wie oben
beschrieben, euthanasiert, die Nieren zigig entnommen, dekapsuliert, und in der
Langsachse geschnitten. Die Praparation der grof3en Arterien erfolgte in einer gekihlten,
themoregulierten DMEM-L6sung (0,1% Albumin) bei 4°C. Die Zeitdauer zum Sammeln der

GefalRe eines Tieres betrug maximal 90 min. Die praparierten und behandelten Arterien
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wurden in Eppendorfgefal3en (1 Gefald pro Tier) in flissigem Stickstoff schockgefroren, dann
bis zur Aufarbeitung bei -80°C im Gefrierschrank aufbewahrt.

Afferente Arteriolen: Die Isolation der afferente Arteriolen (praglomerulare Gefalie erfolgte
mit der leicht modifizierten Eisenoxid/Magnet/Sieb-Methode von Chaudhari und
Kirschenbaum (21). Nach Sedierung mit Isofluran wurden die M&use durch zervikale
Dislokation getdtet. Nach der Erdffnung des Bauraumes wurden die Aorta dargestellt und
unterhalb des Nierenarterienabgangs abgeklemmt. Die Vena cava inferioer wurde eréffnet.
Der Thorax wurde er6ffnet und die linke Herzkammmer mit einer Kantle punktiert. Dartber
erfolgte die Spilung des GefaRBsystems mit PBS-Losung und im Anschluss daran die
Perfusion von Eisenoxidlésung (0,5 g Eisen(ll,ll)-oxid, 0,5 g BSA auf 50 ml PBS,
ultraschallbehandelt). Der Erfolg der Perfusion wurde anhand einer einheitlichen

Dunkelfarbung beider Nieren beurteilt.

Die Nieren wurden entnommen und die Die Kapsel entfernt. Die nachfolgende Behandlung
erfolgte eisgekuhlt. Zunédchst wurde die Nierenrinde gewonnen und 4 min mit Hilfe einer
Spezialklinge (Apollo-Klinge (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) gehackt. Nach Suspension in 15
ml PBS wurden das Nierengewebe durch siebenmaliges Pressen durch eine Kanule weiter
zerkleinert und die eisengefillten Gefalle mittels starker Magneten von den anderen
Partikeln der Suspension getrennt. Der Vorgang der Zerkleinerung und Trennung
wiederholte sich unter Verwendung einer kleineren Kanile. Die isolierten eisenhaltigen
Partikel wurden in 5 ml PBS resuspendiert und dann durch ein Gewebe mit 80 um
MaschengroRe (Verseidag-Techfab GmbH, Geldern-Walbeck) gepresst. Das auf dem Sieb
verbliebene Gewebe wurde gewonnen und in 1 ml DMEM-LdAsung in einem Eppendorfgefal
resupendiert. Hier erfolgte die weitere Behandlung mit 0,1% oder 4% Albumin-DMEM-

LOsung.

Protokoll
GeféalRe von jeweils einem Tier wurden fur 20 min entweder in einer DMEM-L&sung mit 4%
oder 0,1% Albumin bei 37°C und Raumluft behandelt.

MRNA-Isolation und gPCR

Die RNA der isolierten grof3en renalen Arterien der Maus wurde unter Verwendung von
“‘RNA-Bee RNA Isolation Reagent” (AMS Biotechnology Limited, Abingdon, UK) isoliert. Die
Umschreibung in DNA erfolgte mit dem “High Capacity cDNA-Synthesis Kit” und Random-
Hexamer-Nukleotiden (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) entsprechend des vom
Hersteller empfohlenen Protokolls. Die quantitative PCR-Analyse wurde mit einem

StepOnePlus-Apparat (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) und unter Verwendung
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von SYBR Green (Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefihrt. Es wurden Dreifachansatze
gemessen. Die Primer der interessierenden Gene sind in Tabelle 1 dargestellt. Die
Expression der Zielgene wurde auf das Referenz-Gen 18SrRNA bezogen (ACt-Methode).
Die ACt eines Dreifachansatzes wurden gemittelt und dann auf den Mittelwert der ACt-Werte
der Kontrollen (0,1% Albumin) bezogen (AACt). Relative Genexpressionen wurden 2—AACt-
Methode als x-fache Expression dargestellt.
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Tabelle 1.: Primersequenzen fir die Analyse der Expression der drei NOS-Isoformen. Primer

Uberspannen mindestens ein Intron (Eurofins, Ebersberg, Deutschland).

Gen Nr. Sequenz

eNOS-fw: 5=-GTT TGT CTG CGG CGA TGT C-3=

eNOS NM_008713
eNOS-rev: 5=-CAT GCC GCC CTC TGT TG-3=

INOS-fw 5=-GGC AGC CTG TGA GAC CTT TG-3=

iINOS NM_070927
iINOS-rev 5=-CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG-3=
NNOS-fw 5=-TCG GCT GTG CTT TGA TGG A-3=
nNOS NM_008712
NNOS-rev 5=-TTG AAT CGG ACC TTG TAG CTC TTC-3=
Statistik

Der Vergleich der Kurvenverlaufe der Konzentrations-Wirkungs-Kurven in Arteriolen wurde
mit einem ANOVA-dhnlichen Test fur wiederholte Messungen und bei fehlender
Normalverteilung (Brunner-Test, R-Project, https://www.r-project.org/) durchgefiihrt. Dieser
Test wurde der Berechnung der ECsp mit entsprechender statistischer Bewertung
vorgezogen, da die Verlaufe der Konzentrations-Wirkungs-Kurven in Arteriolen oft keine
ausreichend genaue Bestimmung der ECs, zulassen. Es wurde eine Signifkanz
angenommen, wenn die p-Werte fir Interaktion oder Lage der Kurve <0.05 waren. Die
Nullhypothese fir die Ausgangswerte der Arteriolendurchmesser (Absolutwerte) wurde unter
Verwendung des Mann-Whitney-Tests (Sigmaplot, Systat Software GmbH, Erkrath,
Deutschland) geprift.

Die Sensitivitat der Arterien der Maus und Ratte auf vasoaktive Substanzen wurde durch die
Berechnung der ECs der Substanzwirkung beurteilt. Die Bestimmung der ECso erfolgte unter
Verwendung des Programms Sigmaplot 12 (Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland).
Fur die statistische Bewertung mdoglicher Unterschiede in den ECsp—Werten zwischen den
Gruppen wurde der Mann-Whitney-Test verwendet. Auch hier wurden 5% als

Irrtumswahrscheinlichkeit angenommen.

Ergebnisse

Einfluss extravasaler Proteinkonzentration auf die Reaktivitat afferenter Arteriolen

Die afferenten Arteriolen der Maus wurden in DMEM-Badl6sung mit einem Albuminanteil von
0,1% (n=20, Kontrolle) bzw. 4,0% (n=6, 4% Albumin) fir 20 min perfundiert und die
Durchmesser in zeitlichen Abstdanden von 5 min videomikroskopisch erfasst. Die
Ausgangsdurchmesser der Gefal3e vor Behandlung mit Protein betrugen 8,8+0,12um
(Kontrolle) bzw. 13,10+0,61um (4% Albumin, Vergleich p<0,001) und nach Behandlung
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9,3+0,16pum bzw. 13,11+0,57um (Vergleich p<0,01). Die relativen Anderungen der
Durchmesser waren im Vergleich beider Kurven gering unterschiedlich (Brunner Test:
p<0,05). Der hohere Proteinanteil in der Badldsung ging mit etwas geringeren relativen
luminalen Durchmessern ruhender Gefalde einher (Abb. 5).
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Abb. 5: Verlauf der Basaldurchmesser von afferenten Arteriolen in Badlésungen mit 0,1% oder 4,0%

Albumin Uber eine Zeitspanne von 20min. * p<0.05, Brunner Test.

Im Anschluss an die Vorbehandlung wurde, in Anwesenheit von 0,1% oder 4,0% Albumin in
der Badlosung, mit Angiotensin Il in steigenden Konzentrationen behandelt. Die afferenten
Arteriolen der Kontrollgruppe  verengten sich infolge  Angiotensin II-Gabe
konzentrationsabhéngig (0,1% n= 20, Abb. 6). Eine 4%ige Proteinkonzentration ging mit
einer starkeren GefaRantwort im Bereich hdherer Angiotensin II-Konzentrationen einher (4%
n=6, p<0,05, Brunner Test, Abb. 6).

Effekt eines erhohten osmotischen Druckes auf die Funktion afferenter Gefalle

Proteine tragen entsprechend ihrer Konzentration zum osmotischen Druck physiologischer
Ldsungen bei. Der Anteil der Proteine am osmotischen Druck wird kolloidosmotischer Druck
genannt. Um auszuschlie@en, dass es sich vornehmlich um einen solchen
physikochemischen Effekt der 4%igen Losung bei der Verstarkung von Gefal3tonus- bzw.

GefalRreaktivitdt handelt, wurde eine Lésung mit dem gleichen kolloidosmotischen Druck, wie
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4% Albumin erzeugt, hergestellt. Hierzu wurde der osmotische Druck der 0,1%igen und
4%igen Albuminldsung gemessen. Der osmotische Druck war um 3,5% hoher in der 4%
Albumin-LAsung im Vergleich zu 0,1%iger Albuminlésung. Der gleiche osmotische Druck der
4%igen Albumin-Lésung wurde eine 0,2% Mannitol-DMEM-L6sung erreicht. Unter

Verwendung dieser Lésung wurden dann Angiotensin ll-Konzentrations-Wirkungs-Kurven

gemessen.
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Abb. 6: Angiotensin ll-Konzentration-Wirkungskurven fir 0,1% und 4% Albumin in der Badlésung (n=6

, * p<0,05). con-Ausgangswert.

Die Ausgangsdurchmesser der Mannitolgruppe betrug 9.5+0.6um (n=5). Die Angiotensin II-
Konzentrations-Wirkungs-Kurve der Mannitol-Loésung unterschied sich nicht wesentlich von
derjenigen, die unter Verwendung der 4%igen Albuminlésung erstellt wurde. Sie war aber
signifikant verschieden von der Kurve der Kontrollgruppe mit 0,1% Albumin (p<0,05, Brunner
Test, Abb. 7).
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Abb. 7.: Angiotensin ll-Konzentration-Wirkungskurven fur 0,1%, 4,0% sowie einer mit Mannitol
angereicherten Lésung (n=6), die den gleichen osmotischen Druck wie die 4%ige Albuminlésung hat.
Con - Ausgangswert.

DAF-Fluoreszenz in afferenten Arteriolen mit niedriger und hoher Albuminkonzentration in

der Badltsung

Proteine sind als NO-,scavenger” bekannt. Wir haben deshalb mittels des Fluoreszenz-NO-
Indikators DAF geprift, inwieweit 4% Albumin in der Badlésung die Fluoreszenz und damit
die NO-Verfligbarkeit beeinflusst. Die DAF-Fluoreszenz von Arteriolen mit 0,1% Albumin in
der Badlésung zeigt einen stetig ansteigenden Verlauf Uber einen Beobachtungszeitraum
von 20 min (n=7, Abb. 8 und Abb. 9). Dies lasst sich mit der weitest gehenden Irreversibilitat
der DAF-NO-Interaktion erklaren. Die Steilheit der Kurve ist Ausdruck der NO-Verfligbarkeit.
In 4%iger Badldésung gibt es praktisch keinen Anstieg der DAF-Fluoreszenz (n= 6,
p<0.0001). Der Verlauf Uber die Zeit entspricht etwa dem Effekt einer enzymatischen
Blockade der NOS durch L-NAME (n=5, Abb. 9, p<0,002 im Vergleich mit Kontrollgruppe).
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Arteriole : Arteriole

Glomerulus . . Glomerulus

Abb. 8: Farbkodierte Darstellung einer afferenten Arteriole und zugehérigem Glomerulus auf der Basis
der Intensitéat der DAF-Fluoreszenz (Farbskalierung von schwarz tber blau, griin, gelb, rot bis weil3).
A: Ausgangszustand nach ca. 45 min Beladung mit DAF-FM in einer Konzentration von 10> mol/l in
der Badlosung und nach Auswaschen des Farbstoffes. B: Fluoreszenz 5 min spater: Die Intensitat der
DAF-Fluoreszenz in der Wand der Arteriole hat zugenommen, erkennbar am Farbwechsel von griin
zu gelb.
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Abb. 9: Verlauf der DAF-Fluoreszenz Uber die Zeit fur Arteriolen mit 0,1% oder 4% Albumin in der
Badlosung sowie fir L-NAME behandelte GeféaRRe. * p<0.05 (Brunner Test).
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Effekt von 4% Albumin in der Badlosung auf die Kontraktilitdt und Relaxation von grof3en

Arterien der Mausniere

Es wurden groRRe Arterien der Mausniere isometrisch im Drahtmyographen untersucht, um
eine mdgliche Selektivitdat der Albumineffekte fur afferenten Arteriolen darzustellen. Die
Gefalle wurden zunachst mit 0,1% Albumin (Kontrollgruppe) oder 4% Albumin fir 15 min
behandelt. Wahrend dieser Zeit anderte sich die Kraft nicht signifikant: 1,34 + 0,37 mN vs.
1,29 + 0,33 mN (0,1% Albumin, n=5)) sowie 1,10 + 0,28 vs. 1,28 + 0,31 mN (4% Albumin,
n=7)). Angiotensin Il wurde in kumulativen Konzentrationen von 101 mol/l bis 10 mol/l
appliziert. Die GefalRe kontrahierten konzentrationsabhéngig nur bis maximal 5% der KCI-
Kontraktion. Die Kontraktionen im Vergleich einer 0,1%igen (n=5) mit einer 4% Albumin-
Losung (n=10) sind ahnlich. Die ECso betrugen 1,45*107 + 5,00*10® mol/l (0,1% Albumin)
und 3,31*107 £ 2,37*10" mol/l (4% Albumin), P=0,426, Abb. 11).

In diesen GefaBen wurden auch Relaxationsuntersuchungen nach Vorkonstriktion mit
Phenylephrin durchgefiihrt. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven unterschieden sich im
Vergleich von 0,1%iger und 4%iger Albuminlésung nicht (ECso der 0,1%-Albuminlosung
(n=5): 9,05*107 +4,00*10" mol/l vs. ECso der 4%-Albuminlésung (n=7): 3,07*10° + 1,11*10”’
mol/l, p=0,434, Abb. 12 und 13).
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Abb. 10 : Effekt von 0,1%iger vs. 4%iger Albuminlésung auf die Reaktivitat von grof3en renalen
Arterien der Maus auf Angiotensin Il. Die Kurvenverlaufe unterscheiden sich nicht (Vergleich der ECso-

Werte mittels Mann-Whitney-Test). con-Ausgangswert.
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Abb. 11: Mittelwerte der ECso von
5x107 - . .
X groBen Nierenarterien der Maus fur
4x107 - Kontrollgruppe und 4% Albumin-

Gruppe in Antwort auf Angiotensin 1.

O 3x107 -
w

2x107

1

107 -

Kontrolle 4% Albumin

20

N
o
1

&
o
1

Dilatation (% PE-Kontraktion)
A
o

)
o
I

—i— 0,1% Albumin
—{ 13— 4,0% Albumin

-1 00 T T T T T 1
con -9 -8 -7 -6 -5

ACh (log mol/l)

Abb. 12: Effekt von 0,1%iger und 4%iger Albuminldsung auf die Relaxation von groRen renalen
Arterien der Maus. Die Kurvenverldufe unterscheiden sich nicht (Vergleich der ECso-Werte mittels

Mann-Whitney-Test). con-Ausgangswert.
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Abb. 13: Mittelwerte der ECso von grof3en

8x10°8 . . .
Nierenarterien der Maus fur Kontrollgruppe
T und 4% Albumin-Gruppe in Antwort auf ACh.
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Albumineffekt auf die Noradrenalin-induzierte Kontraktion grof3er renaler Arterien der Ratte

Um zu prifen, ob die Spezies eine Rolle fur die Beeinflussung bzw. Nichtbeeinflussung der
Reaktivitat renaler Arterien spielt, wurden grof3e Nierenarterien der Ratte préapariert und im
Drahtmyographen und isometrischen Bedingungen untersucht. Die Arterien zeigten nur sehr
schwache Kontraktionen auf Angiotensin Il, sodass Noradrenalin fur die Auslosung der
Kontraktion verwendet wurde. Die Applikation von Noradrenalin in kumulativen
Konzentrationen bewirkte eine konzentrationsbhéngige Kontraktion, die sich im Vergleich
von albuminfreier Badlosung und 4%iger Albuminlésung nicht unterschied. Die ECso betrug
in der Kontrollgruppe (0,1%, n=16) 3,06*10° + 1,36*10° mol/l und in der Gruppe mit 4%iger
Albuminlésung (n=16) 2,26*10° + 2,13*107 mol/l (P = 0,194, nicht signifikant, Abb. 14 und
15).
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Abb. 14: Effekt einer 4%igen Albuminldsung auf die Noradrenalin (NA)-induzierte Kontraktion
grof3er renaler Arterien der Ratte. Die beiden Kurven unterscheiden sich in ihrem Verlauf

nicht signifikant (ECso: Mann-Whitney-Test, nicht signifikant).

Abb. 15: Mittelwerte der ECso von
5x10° - grol3en Nierenarterien der Ratte fir

Kontrollgruppe und 4% Albumin-

4x10¢ - Gruppe in Antwort auf Noradrenalin.
3x10¢ -
2 T
2x10¢ -
10% 1
0 = T
Kontrolle 4% Albumin
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Expression von NOS-Isoformen in afferenten Arteriolen und grof3en Nierenarterien und der

Maus

Mit dem Ziel, einen mdglichen Einfluss erhéhter Proteinkonzentration auf die Expression von
NOS-Isoformen zu detektieren, wurden afferente Arteriolen und grof3e Nierenarterien und
der Maus der Maus prapariert und mit 4%iger Albuminldésung fir 20 min behandelt (n=60
Arterien aus 5 Mausen, n=12 Mause fir afferente Arteriolen). Afferente Arteriolen: Fur keines
der untersuchten Gene wurde ein Unterschied in der Experssion im Vergleich von 4% und
0,1% Albumin gesehen. Die p-Werte (berechnet aus den delta CT-Werten) betrugen eNOS:
p=0,937, iINOS: p=0,589, nNOS: p=0,699 (Abb. 16). GroRRe renale Arterien: Die mRNA-
Expression fir eNOS und nNOS ist im Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit 0,1% Albumin
(n=37 Arterien aus 5 Mausen) in der Badldsung nicht signifikant verschieden (Mann-Whitney
Test, eNOS: p=0,151, nNOS: p=0,151). Dagegen ist die mRNA-Expression fur iNOS
signifikant vermindert (p=0,008, Mann-Whitney-Test, Abb. 16).

2,0 - Em Kontrolle
1 4% Albumin

1,5
1,0 [

0,5 -

relative Expression

0,0 -
eNOS iNOS nNOS

Abb. 16: Relative mRNA-Expression der NOS-Isoformen in afferenten Arteriolen der
Mausniere.
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Abb.17: Relative mRNA-Expression der NOS-Isoformen in gro3en Nierenarterien der Mausniere. *
p<0.05.
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Diskussion

Methoden

Im Folgenden soll auf einige methodische Aspekte der Arbeit eingegangen werden, die fir
die Beurteilung der Ergebnisse von Relevanz sind.

Messung der Reaktivitat isoliert perfundierter Arteriolen

Zur Prufung der Haupthypothese wurden isolierte Arteriolen der Maus unter isotonischen
Bedingungen untersucht (4; 118). Die Arteriolen wurden Uber eine in das Lumen
vorgeschobene Pipette perfundiert und die GefaRreaktivitat mittels Anderungen des
GefalRdurchmessers beurteilt. Das Modell des isolierten und perfundierten GefaRRes hat den
Vorteil, dass das extravasale Milieu sehr gut kontrolliert werden kann. Dies spielt fur die
Messaufgabe dieser Studie eine groRe Rolle. Die Perfusionsrate und der Perfusionsdruck
kénnen jedoch nur bedingt im individuellen Experiment kontrolliert werden. Sie hdngen vom
Widerstand der verwendeten Pipetten ab. Aus dem Grunde wurde grof3en Wert auf die
genaue Herstellung der Perfusionspipetten (Aul3endurchmesser 5um) gelegt. Die Macula
densa-Zellen bzw. dicke aufsteigende Teil der Henle‘'schen Schleife werden in diesem
Praparat nicht separat perfundiert und deshalb sind die Macula densa-Zellen einer
nichtphysiologischen Konzentration von NaCl ausgesetzt.

Es wurden weltweit verschiedenste Methoden fur die Untersuchung glomerularer Arteriolen
etabliert. Dazu zahlt die juxtamedullare Perfusion (106). Hierzu wird die Niere aufgeklappt
und die medullanahen Anteile der Rinde videomikroskopisch dargestellt. Die Perfusion
erfolgt Uber die Nierenarterie mit verdinntem Blut. Ein Nachteil besteht darin, dass die
Untersuchung auf juxtamedullare Arteriolen beschrankt ist, deren Regulation und
Autoregulation sich von derjenigen der duReren und midkortikalen Arteriolen unterscheidet.
Des Weiteren kann hier das &auRere Milieu nicht so leicht wie beim isolierten Gefal
manipuliert werden. Die isoliert perfundierte hydronephrotische Niere (56; 146) ist ebenfalls
fur die Untersuchung glomeruléarer Gefal3e geeignet. Die hydronephrotische Niere ist durch
den Verlust von Tubuli und Erhalt von glomerularen GefalRen charakterisiert. Die Gefalie
werden videomikroskopisch dargestellt. Dabei wird die dinne Rindenschicht durchleuchtet
oder auch mit Auflicht dargestellt. Ein Nachteil besteht in dem operativen Aufwand und
Haltung der Tiere sowie Belastung der Tiere durch die Operation. Das aufl3ere Milieu der
GefalRe kann ebenfalls nicht genau kontrolliert werden. In jingster Zeit wurde ein Modell des
lebenden Nierenschnittes analog zum Hirnschnitt etabliert (110; 121). Nierenschnitte von 200
um Dicke werden akut mit Hilfe von Mikrotomen angefertigt und die Gefalle

videomikroskopisch mittels differentiellem Interferenzkontrast oder konfokaler Mikroskopie
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dargestellt. Die in situ-Situation mit umgebendem Nierengewebe ertffnet die Moglichkeit,
Einflusse von diesen Strukturen auf das GefaRverhalten abzuschéatzen. Die Schnitte und
damit Gefalie sind nicht perfundiert und die Zellen werden durch Diffusion versorgt. Die im
Zentrum des Schnittes zu erwartenden metabolischen  Anderungen infolge
Sauerstoffmangels kénnen Einfluss auf die auf3eren Schichten nehmen.

Im Ergebnis dieser Betrachtungen erscheint die von uns gewahlte Methode adaquat zur

Durchfuihrung der aus der Hypothese abgeleiteten Aufgabenstellung.

Bestimmung der NO-Bioverfugbarkeit in Mikrogefal3en

Aufgrund von Beobachtungen Uber die Wirkungen von Albumin in renalen Mikrogefalzen
unter Verwendung der juxtamedullaren Perfusionstechnik, wurde angenommen, dass eine
erhdhte extravasale Proteinkonzentration die NO-Bioverfiigbarkeit verringert (125). Um
diesen Effekt zu objektivieren, wurde in der vorliegenden Arbeit eine fluoreszenzbasierte
Methode mit DAF-FM als Fluoreszenzfarbstoff angewendet. DAF-FM ist eine
Weiterentwicklung des Fluoreszenzfarbstoffes DAF-2. Beide Substanzen haben die
Eigenschaft, die Intensitat der Fluoreszenzintensitéat, gemessen im Bereich von 550-600 nm,
in Abhangigkeit von ihrer Interaktion mit NO zu verandern. Die Anregung erfolgte im Bereich
von 490 nm. DAF-FM hat eine grol3ere Photostabilitat bei der Verbindung mit NO, eine
geringere pH-Abhéangigkeit bei pH<5.5 und eine héhere Sensitivitat als DAF-2 (77). Bei
kontinuierlichem NO-Durchsatz steigt die Fluoreszenz von DAF-FM durch Bildung von
Triazolofluoreszeinen stetig an. Der Fluoreszenzintensitatsanstieg war bei Blockade des
NOS deutlich geringer als unter Kontrollbedingungen. Das stimmt mit Beobachtungen
friherer Studien Uberein (85), und weist auf eine spezifische Detektion von NO durch DAF-
FM hin. NO wurde in biologischen Materialien auch mit Hilfe von NO-sensitiven Sonden
(152), der Methode nach Griess (siehe (159)) oder der Chemilumineszenz (z.B. (98))
gemessen. Allerdings eignen sich diese Methoden aus technischen Griinden nicht fur die
Anwendung bei isoliert perfundierten MikrogefaRen. NO-sensitive Elektroden sind zwar sehr
empfindlich, kdnnen aber aufgrund ihrer GroéRe in MikrogefaRen sind nicht eingesetzt
werden. Die Griess-Reaktion ware fur die NO-Menge, die in Mikrogefal3en entsteht nicht
sensitiv genug. Die Chemilumineszenz lasst sich ebenfalls nicht in perfundierten GefalRen

anwenden.

Messung der kontraktilen und dilatativen Funktion von grof3en Arterien

In der vorliegenden Arbeit wurde die Drahtmyographie fir die funktionelle Analyse der
groBen renalen Arterien verwendet. Hierbei werden Arterien unter isometrischen
Bedingungen untersucht. Die Methode ist etabliert. Nach entsprechender Kalibrierung der

GefalRe bestehen hinsichtlich der Vorspannung Verhéltnisse, wie sie bei Arterien in vivo bei
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100 mmHg Blutdruck etwa zu erwarten sind. Da es sich um offene Gefal3ringe handelt,
erreichen applizierte Wirkstoffe gleichermal3en Endothel und glatte GefalBmuskelzellen. Die
fehlende selektive Beeinflussung von Endothel und glatten Gefalimuskelzellen ist ein
Nachteil dieser Methode im Vergleich zu perfundierten oder unter Druck gesetzten Gefalken.
Auch die fehlende Perfusion und die damit zu erwartende geringere Aktivierung der NOS
stellt eine Einschrankung der Methode dar. Fir die Aufgabenstellung wére eine Perfusion-
oder Druckmyographie von Vorteil gewesen, stand jedoch zum Zeitpunkt der Durchfihrung

der Studie nicht zur Verfligung.

Wirkung von 4% Albumin in der Badldésung auf die Reaktivitat von Gefal3en

Messungen der Ruhedurchmesser und der Gefaldreaktivitat wurden an isoliert perfundierten
Arteriolen mit 0,1% und 4% Albumin in der Badlésung durchgefiihrt. Ein erhdhte
Albuminkonzentration ging mit etwas geringeren Durchmessern (p<0,05) in nichtstimulierten
GefalRen (20 min-Periode) sowie verstarkter Angiotensin ll-Antwort einher. Die
GefalRdurchmesseranderungen der Kontrollgruppe auf +105% des Ausgangsdurchmessers
wahrend 20-minutiger Kontrollsituation sind moglicherweise Ausdruck einer noch nicht
abgeschlossenen Adaptation der Gefaf3e. Ein ahnliches Verhalten wurde auch in anderen
Studien der Arbeitsgruppe unter vergleichbaren experimentellen Bedingungen gesehen (85;
86). Die kleineren relativen Durchmesser (100%) der 4%-Albumingruppe nach 20 min Ruhe
sind damit eher als relativer konstriktorischer Effekt zu interpretieren. Zusatzlich zu diesen
Unterschieden wurden auch deutlich geringere luminale arteriolare Durchmesser nach
Angiotensin II-Gabe in Anwesenheit von 4% Albumin gefunden. Dies betrifft Angiotensin II-
Konzentrationen von 10" mol/l und 10 mol/l, die als verhaltnismaRig hoch anzusehen sind.
Unter Kontrollbedingungen ist der Verlauf der Angiotensin lI-Konzentrations-Wirkungs-Kurve
durch eine relative Erweiterung der Gefal3e in diesem Konzentrationsbereich charakterisiert.
Diese Beobachtung entspricht qualitativ den Befunden friiherer Studien der Arbeitsgruppe
(85; 86; 115). Die Ursache fur diese Gefalzantwort ist nicht systematisch untersucht worden.
Vielleicht kommt es zu verstarkter NO-Freisetzung via AT:-Rezeptorstimulation (117). Die
starkere GefaBantwort im Bereich von 107 und 10°® mol/l Angiotensin Il bei 4%
Albuminkonzentration der Badlosung kénnte durch die NO-Protein-Interaktion hervorgerufen
sein. Albumin wird in Anwesenheit von NO nitrosyliert und vermindert damit die NO-
Bioverfugbarkeit. Die Bindung von NO an Albumine in Form von S-Nitrosothiolen stellt
jedoch zugleich eine langlebige Form von biologisch aktivem NO dar. Es wird vermutet, dass
ein Teil der dilatativen Eigenschaft von NO mit dieser chemischen Form zusammenhangt
(39). Es stellt sich daher die Frage, welcher Wirkmechanismus zur verstarkten

Vasokonstriktion bei 4% Albumingehalt in der Badlésung beitragt.
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Die erhdhte Albuminkonzentration fihrte zu einer Erhéhung des osmotischen Druckes. Es
wurde deshalb getestet, wie eine mannitolhaltige Losung mit gleichem osmotischen Druck
wie die 4% Albumin-LOsung, die Gefalreaktivitdt beeinflusst. Die Angiotensin Il-Antwort
unterschied sich nicht von derjenigen bei 4% Albumingehalt. Dies deutet darauf hin, dass die
kolloidosmotischen Druck&nderungen eine wichtige Rolle fur die Wirkung von Albumin
spielen. In der Literatur finden sich nur wenige Hinweise auf die Effekte ver&nderten
osmotischen Druckes auf die GefaRfunktion. Im Umbilikalarterien des Menschen
verursachten stark hypertone Lésungen (340-539 mosm/kg) eine biphasische Kontraktion,
die Calcium-abhangig war (133). Osmotische Druckunterschiede zwischen Lumen und
extravasalem Raum beeinflusste die KCI-induzierte Kontraktion von Hirnarterien des
Kaninchens (156). Aortenringe von Meerschweinchen zeigten deutliche Kontraktionen bei
Behandlung mit hypotonen Lésungen. Dies ging mit einer Aktivierung von Anionenkanélen
einher (82). Osmotische Druckverdnderungen durch Mannitolgabe in die Badl6sung hatte
dagegen keinen Einfluss auf die Noradrenalin- oder Depolarisations-induzierte Kontraktion in
Mesenterialarterien der Ratte (104). Unsere Ergebnisse in renalen Arterien der Maus- und
Rattenniere sprechen eher gegen einen Einfluss von Protein (Osmolaritat) auf die Funktion
grofRer Arterien. Die vorliegende Arbeit und eine weitere Studie (45) zeigen ja zudem, dass
die erhohte Albuminkonzentration in der Badldsung die Angiotensin I[I-Antwort renaler
afferenter Arteriolen der Maus und Ratte, nicht aber Arteriolen anderer Gefal3gebiete oder

groRRer Arterien verstarkt. Dies weist auf eine Nierenarteriolen-spezifische Eigenschaft hin.

Die Rolle von NO fur die verstarkte Gefal3reaktivitat

Hinweise auf mogliche Mechanismen des Albumineffekts geben die Untersuchungen zur
NO-Bioverfugbarkeit in den afferenten Arteriolen. Die Fluoreszenz von DAF-FM war wahrend
4% Albuminbehandlung war im Verlauf von 20 min anndhernd unverandert, wahrend sie in
Arteriolen mit 0,1% Albumin in der Badlésung kontinuierlich anstieg. Die DAF-FM-
Fluoreszenz anderte sich auch unter NOS-Blockade mit L-NAME nur geringfligig. Diese
Befunde unterstitzen die Annahme einer geringeren NO-Bioverfigbarkeit in GefalRen mit
Albuminbehandlung. Eine mdgliche NO-Albumin-Interaktion wurde schon erwahnt. Sie
kénnte zur Verminderung des verfiigbaren NO beitragen. Da die Albuminwirkung an den
renalen afferenten Arteriolen durch erhthte Osmolalitat der Badlosung mittels Mannitolgabe
simuliert werden konnte, ist eine Beeinflussung tber diesen Weg denkbar. Studien dazu sind
rar. So modifizierte Dehydration die Aktivitat des kardialen NO-System (6) und flhrte zu
verminderter NOS-Aktivitat im kardiovaskuldren System, inklusive der Aorta, in Ratten (103).
Osmosensitive Anderungen der NO-Produktion wurden in der Leber von Welsen beobachtet
(24). In Haarzellen des Innenohres induzierte Hypoosmolitdt die NO-Produktion durch

Calcium-Anstieg, der durch TRPV4-Kanale vermittelt wurde (149). Im zentralen
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Nervensystem wurde eine erhOhte Expression der nNOS infolge osmotischen Stresses
gesehen (171). Diese, wenn auch sehr heterogenen, Arbeiten weisen auf eine Modulation
der NOS-Expression und -Aktivitat in Zellen durch osmotischen Stress hin. Im Gegensatz zu
den oben genannten Befunden steht eine Untersuchung an Endothelzellen retinaler
Mikrogefal3e von Rindern. Kontrollendothelzellen, die mit Mannitol behandelt wurden, wiesen
im Vergleich zu Glukose-handelten Zellen keine verminderte eNOS-Expression auf (25).
Unsere eigenen Befunde in grolBen Arterien der Maushiere zeigen eine signifikante
Reduktion der iNOS-mRNA-Expression nach Behandlung mit 4% Albumin-Lésung. Die
eNOS- und nNOS-Expressionen blieben unverandert. iINOS tragt unter physiologischen
Bedingungen vermutlich wenig zur NO-Bioverfligbarkeit im Nierengefal3system bei (29)..
Deshalb ist eine weitere Verminderung der mRNA maoglicherweise nicht von funktioneller
Bedeutung. GroRRe Arterien zeigten keine Verstarkung der Kontraktilitdt und auch keine
Anderung der Relaxationsfahigkeit auf ACh im Vergleich von 4% und 0,1% Albumin. In
afferenten Arteriolen waren eNOS, iINOS und nNOS im Vergleich von 0,1% und 4% Albumin
auf  mRNA-Ebene nicht unterschiedlich  exprimiert.  Trotzdem  zeigten die
Fluoreszenzuntersuchungen eine geringere NO-Bioverfiigbarkeit. Es ist zu berlcksichtigen,
das mRNA- oder auch Proteinexpressionen nur bedingt Auskunft iber die wirkliche Aktivitat
der NOS und damit NO-Produktion geben. Behandlungsdauern mit Albumin in unserer
Studie betrugen 20 min. Dies ist ein relativ kurzer Zeitraum fir transkriptionelle Anderungen
der Expression. Posttranslationelle Regulationen der NOS kdnnten fir den Albumineffekt
aber durchaus eine Rolle spielen. Die NOS-Aktivitat wird vielfaltig moduliert. Calcium-
aktiviertes Calmodulin ist ein starker Aktivator der eNOS und nNOS (13; 43; 127; 144).
Caveolin-1 und Caveolin-3 unterdriicken dagegen die eNOS-Aktivitat (42; 47; 71). Auch
Phosphorylierung an Serin-, Tyrosin oder Threonin-Resten fihrt zu Aktivitatsanderungen der
eNOS (27; 46). Es kann jedoch nur spekuliert werden, ob Albumin, eventuell via Anderung
der Osmolalitat, solche Wirkungen an den Gefaf3en entwickelt. In diesem Zusammenhang ist
die Beobachtung von Bedeutung, dass akute Anderung der Albuminkonzentration durch
Losungsaustausch schnell zu Anderungen der GefaRreaktivitit afferenter Arteriolen fiihrt
(45). Der Effekt des Albumins (0,1%, 2%, 4% in der Badlésung) war zudem vollstandig
reversibel. Hier missen sehr schnelle Signalwege und Wirkmechanismen angenommen
werden.

Die etablierte Methode der Mikroperfusion von glomeruldren Geféf3en hat Besonderheiten,
die fur die Diskussion der Albuminwirkung von Bedeutung sein kdnnten. Die intravasale
Perfusionslosung hat einen Albumingehalt von 1%. Die physiologische Konzentration von
Plasmaproteinen betragt 6-8%. Es gibt verschiedene Griinde fur die Verwendung von 1%
Albumin in der Perfusionslésung. Der Widerstand flr die Perfusion durch die Schlauche und

insbesondere der Spitze der inneren Perfusionspipette (Innendurchmesser <4um) nimmt mit
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zunehmender Proteinkonzentration zu. Ursache ist die hohere Viskositat der Loésung. Damit
fallt der Druck uberproportional Uber das Leitungssystem ab. Zum weiteren wurde
beobachtet, dass der Durchmesser der Arteriolen sich deutlich mit steigender
Albuminkonzentration in Perfusionslosung verringert (personliche Kommunikation mit Prof.
E.Y. Lai, Universitat Hangzhou, China). Der Tonus steigt also. Dies konnte sowohl mit einem
Uberproportionalen Druckabfall als auch mit Verminderung der NO-Bioverfligbarkeit zu tun
haben. Der Druck im Gefal? kann aufgrund der Kleinheit von Mausarteriolen nicht bestimmt
werden. Verminderte NO-Fluoreszenz bei Albuminkonzentrationserhéhung von 4% auf 10%
oder mehr wurde in juxtamedullaren Praparationen der Niere gesehen (125). Dies kann auf
verminderten Fluss infolge erhdhten Widerstands oder andere NO-vermindernde
Mechanismen der Albumine beruhen. Die in unseren Experimenten verwendete, deutlich
geringe intravasale, Proteinkonzentration im Vergleich zur physiologischen Situation, kénnte
mit der verstarkten Antwort des GefadlRes auf extravasale Konzentrationszunahme
zusammenhangen. Diese Hypothese kann jedoch experimentell aufgrund der genannten

Einschrankungen der Methode nicht getestet werden.

Selektivitat des Albuminwirkung

Die Verstarkung der Angiotensin-1I-Wirkung wurde nur in afferenten Arteriolen der Maus- und
Rattenniere (45) gesehen. Albumin beeinflusste die Angiotensin IlI-Antwort von afferenten
Arteriolen der Langerhans’schen Inseln im Pankreas nicht signifikant (45). Auch die
Angiotensin llI-Antwort und die ACh-induzierte Dilatation gro3er Arterien (vergleichbar mit Aa.
interlobares) der Maus wurde durch 4% Albumin nicht verandert (45). Gleiches trifft fr die
Noradrenalin-induzierte Kontraktion von grof3en Nierenarterien der Ratte der vorliegenden
Arbeit zu. Diese Beobachtungen weisen der afferenten Arteriole der Niere eine besondere
Rolle bei der Detektion von Protein- bzw. Osmolalitatsdnderungen in der interstitiellen
Flissigkeit der Niere, und damit mdglicherweise des Wasserbestandes im Koérper, zu. Die
Mechanismen dieser Wirkung konnten in dieser Arbeit nicht endgtiltig geklart werden. Ein
erhohter osmotischer Druck als auch verminderte NO-Bioverfiigbarkeit spielen jedoch eine
Rolle.

Hypothetische Funktion der Albuminwirkung an renalen afferenten Arteriolen fur die
Regulation des Wasserhaushalts

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzen die Vermutung anderer Autoren, dass
die Niere selbst signifikant zur Regulation des Volumenhaushalts beitragt (107). Fur eine
Regulationsleistung durch die Niere allein muss dann ein intrarenaler ,Rezeptor®, der
Volumen- bzw. osmotische Anderungen erfasst, angenommen werden. Dieser Rezeptor, wie

zum Beispiel die afferente Arteriole selbst, kdnnte die Albumin/Proteinkonzentration und/oder
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die Osmolalitdt der extrazellularen Flussigkeit detektieren. Die afferente Arteriole wére
zugleich der Effektor, via Anderung ihres Widerstandes, der zur Modulation der GFR und des
renalen Blutflusses fuhren kann. Messungen der TGF in Tieren mit Dehydratation und
Hyperhydratation unterstitzen die Annahme einer solchen intrarenalen Regulation. Die TGF,
untersucht mit Hilfe der Mikropunktionstechnik, war unter Dehydratation verstérkt und bei
Volumenerh6hung abgeschwacht (140; 141). Dabei war renale interstitielle
kolloidosmotische Druck in dehydrierten Tieren deutlich erhéht (141). Ein wesentlicher
Mediator der TGF ist Adenosin, welches aus Macula densa-Zellen bei erhohter NacCl-
Belastung des distalen Tubulus freigesetzt wird. Es wird zudem durch extrazellulare Enzyme
aus ATP, welches ebenfalls in Antwort auf NaCl-Belastungen der Macula densa freigesetzt
wird, gebildet (136; 137). Adenosin und Angiotensin |l interagieren bei der Vermittlung der
TGF an afferenten Arteriolen (123; 165). Es konnte nun gezeigt werden, dass 4% Albumin
die biophasische Adenosinwirkung an renalen afferenten Arteriolen verstarkt (45). Zugleich
wurde eine intensivere Adenosin—Angiotensin ll-Interaktion an diesen Arteriolen bei erhéhter
Albuminkonzentrationen in der Badlésung beobachtet (45). Diese Befundkonstellation lasst
vermuten, dass die Modulation der TGF und damit der GFR durch extrazellularer
Proteinkonzentration in der Niere zur Regulation von Korpervolumen und Osmolalitat

beitragt.

Zusammenfassung

Die Niere ist ein wichtiges Stellglied in der Regulation von Volumen und Osmolalitat.
Befunde aus Mikropunktionsuntersuchungen weisen auf eine Modulation der
tubuloglomeruléaren Rickkopplung durch Volumengabe und Dehydratation hin. Die afferente
Arteriole ist wesentlicher Bestandteil dieses Mechanismus. Anderungen im Wasserhaushalt
gehen mit signifikanten Anderungen des Proteingehaltes der renalen interstitiellen
Flussigkeit einher und koénnen die Funktion der afferenten Arteriole beeinflussen. In der
vorliegenden Arbeit wird die Hypothese geprift, dass eine erhthte extrazellulare
Proteinkonzentration den Tonus und Reaktivitt renalen afferenter Arteriolen verstarkt. Dazu
wurden afferente Arteriolen der Mausniere isoliert, perfundiert sowie videomikroskopisch
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Ein Albumingehalt von 4% in der Badlésung (20 min
Vorbehandlung) erhdht den Ruhetonus und verstarkt die Angiotensin II-Anwort afferenter
Arteriolen der Maus im Vergleich zu einer 0,1%igen Albuminlésung. Ho6here
Albuminkonzentrationen in der Badldsung gingen mit h6herem osmotischem Druck einher.
Ein durch Mannitolgabe erhéhter osmotischer Druck verstéarkt die Angiotensin II-Antwort
afferenter Arteriolen ahnlich wie 4% Albumin. Fluoreszenzmikroskopische Messungen des
Stickstoffmonoxids in den  Arteriolen  weisen auf  eine sehr  geringe

Stickstoffmonoxidverfligbarkeit hin. Diese entspricht etwa derjenigen nach Blockade der
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Stickstoffmonoxidsynthase. In grof3en Nierenarterien (Geféal3ringe) wurde kein Effekt erhohter
Albuminkonzentration auf die Reaktivitdt der unter isometrischen Bedingungen getesteten
GefaRe beobachtet. Die Ergebnisse zeigen, dass afferente Arteriolen sensitiv auf
Anderungen der extrazelluaren Proteingehaltes reagieren. Dieses Phanomen steht
wesentlich mit der Erhohung des osmotischen Druckes der extrazellularen Loésung in
Zusammenhang. Der Albumineffekt auf Gefafitonus und —reaktivitdt wird maoglicherweise
durch eine drastisch erniedrigte Stickstoffmonoxidverfugbarkeit im Gefa3 vermittelt. Die
Studie unterstitzt die Hypothese eines in der Niere lokalisierten Mechanismus der Detektion
von Volumenanderungen und mdoglichen Beeinflussung der Nierenfiltration. Die afferente

Arteriole kénnte dabei als Sensor und Effektor fungieren.
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