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3 Materialien und Methoden
3.1 H&modynamik

3.1.1 Versuchstiere

Alle Experimente wurden an mannlichen Sprague-DgRatten durchgefuhrt. Bis zur
Erreichung des fir die Versuche geeigneten Gewschoe 350 g wurden die Tiere in einem
klimatisierten Tierstall (Lufttemperatur 15° C; Itigfuchtigkeit 22 %) mit einer automatisch
gesteuerten Hell- und Dunkelperiode von jeweils [gw8Stunden Dauer gehalten. Die
Versuchstiere wurden mit einer salzarmen Diat dem#& Roth ernahrt und hatten jederzeit

Zugang zu einer mit Leitungswasser gefullten Tiexc¢he.

Die Gruppe der salzreich ernéhrten Tiere erhighKiwasser fir die Dauer von sieben Tagen
Leitungswasser, welches mit zwei Gewichtsprozenthsalz (MERCK) angereichert worden
war. Die Flussigkeitsaufnahme der Tiere wurde allei Tage durch Wiegen der Trinkflasche
und Bestimmen des Korpergewichtes kontrolliertr&,igie mehr als 75 g an Gewicht verloren

hatten, wurden aus der Untersuchung ausgeschlossen.

Allen Versuchstieren wurde acht Stunden vor Beglas Versuches der Zugang zum Futter
gesperrt. Flussigkeit konnte bis vier Stunden versdchsbeginn aufgenommen werden {250}.

3.1.2 Praparation der Versuchstiere

3.1.2.1 Implantation von Telemetriesender und Delosgsvorrichtung

Sieben Tage vor Beginn der Messung wurden den Yessieren ein Telemetriesender der
Firma DSI (Philadelphia, USA) sowie eine selbst &tamerte Kunststoffmanschette zur
kontrollierten Senkung des Drucks in der Aorta abohalis implantiert.

3.1.2.1.1 Drossel

Durch Injektion von 0.8 ml einer vierprozentigensudg Chloralhydrat (Sigma) pro Kilogramm
Korpergewicht wurden die Tiere narkotisiert. NacasR des Operationsgebietes erfolgte eine
Antibiotikaprophylaxe durch subkutane Injektion esnBreitspektrum-Penicillins (Tardomycel,
Penicillin G und Aminoglycosid). Die Haut auf ddrdmminalen Seite wurde von der Symphyse

bis zum processus xiphoideus in der Medianliniegeténnt. AnschlieRend wurde die
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Bauchmuskulatur im unteren Drittel der linea alharpf penetriert und die Bauchmuskeln mit
einer Schere voneinander getrennt. Die so erdffddt@ominalhdhle wurde mit vier Haken
aufgespannt. Es folgte die extrakorporale Lagerudgr intraperitoneal gelegenen
Darmabschnitte, die in feuchte Kompressen verpackten. Nach Aufsuchen des Abgangs der
Arteria renalis sinister aus der Aorta abdominalisrde diese kranial bis zum Abgang der
Arteria mesenterica superior stumpf mit Wattetupf&reiprapariert. Kranial von der Arteria
mesenterica superior wurde die Aorta abdominalis eimer um 45 Grad gebogenen Pinzette
stumpf untertunnelt und die Drossel an dieser &teth die Aorta plaziert. Nach ventraler
Verknotung der Drossel wurde der Druckschlauch staskbis in den Nacken des Tieres verlegt
und dort eingenéaht {251}.

3.1.2.1.2 Telemetriesender

Alle Telemetriesender wurden vor der Implantatiarf dre ordnungsgemalle Funktion hin
Uberprift. Hierzu wurde der Sender in einer Druckkeer installiert, in der Uber ein
Quecksilbermanometer ein bestimmter Druck aufgebvautlen konnte. Am Manometer wurden
die Druckstufen 0, 50, 100 und 200 mmHg eingesteltt das Drucksignal des Senders fur 20
Sekunden aufgezeichnet. Mittels eines Computerpmogrs wurden die Mittelwerte der
einzelnen Druckstufen berechnet und mit dem Vorgabieverglichen. Bei einer Abweichung
von mehr als zwei mmHg des Sendersignals vom Vewelh wurde das Geréat fur defekt

erklart und von den Versuchen ausgeschlossen.

In derselben Operationssitzung, in der die Drosg#lntation erfolgte, wurde dem
Versuchstier ein Telemetriesender zur blutigen Megsdes Drucks in der Aorta abdominalis
unterhalb der Abgange der Nierenarterien implantie Aorta abdominalis wurde hierzu von
der Bifurcation bis kaudal des Abgangs der Arteniarales stumpf mit einem Wattetupfer
freiprapariert. AnschlieRend wurde die Aorta proainder Bifurcation auf einer Strecke von
einem Zentimeter untertunnelt und das Gefal3 migmirchirurgischen Faden der Starke 3-0
angeschlungen und aufgespannt. Blutleere im Opeasgebiet wurde anschlieend durch
Abklemmen der Aorta unterhalb der Nierenarterietiats eines Gefal3clips hergestellt. Es folgte
die Incision des GefalRes sowie das Einfihren deskSensors mit Hilfe einer Gefal3pinzette.
AnschlieRend wurde die Incision mit einem Fibrifdide (Histoacryl, Braun) verschlossen und
die Blutsperre aufgehoben. Nach Injektion von zM@lilitern physiologischer Kochsalzlésung
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(Fresenius) in die Bauchhohle zur Volumensubstitutierfolgte der mehrschichtige
Wundverschluss unter gleichzeitiger Fixation delefetriesenders {251}.

3.1.2.2 Implantation von Vena-femoralis- und Arecarotis-Katheter
3.1.2.2.1 Implantation des Vena-femoralis-Katheters

Nach einer Erholungsphase von sieben Tagen erfalgtdlesstag um 12 Uhr die Implantation
eines vendsen Zugangs zur spateren NarkotisierengRdtte. Zunachst wurde das Tier im
Athertopf betaubt und das Operationsgebiet in deste rasiert. Unter Athernarkose wurde die
Haut in der Leiste durchtrennt und das subkutartg&®ebe und die Muskulatur stumpf bis
zum Erreichen der Gefal3-Nerven-Stral3e beiseiteapeip Arteria und Vena femoralis wurden
voneinander getrennt. Nach Anschlingen und Aufspander Vena femoralis erfolgte die
Incision des GeféalRes und anschlieRend das Vorsshidbs Katheters bis in die Vena cava
inferior. Nach Fixierung des Katheters (Polyurethal: 0,46 mm, AD: 0,58 mm) am Gefal3
mit Einzelknopfnahten erfolgte die subkutane Vauleg des Zugangs bis in den Nacken, wo
dieser in gleicher Weise wie die Drossel befestigtde. Nach anschlieendem Wundverschluss
durch eine fortlaufende Hautnaht wurde die Narkwea Ather auf Hexobarbital-Natrium

(Brevimethal, Lilly) intraven6s umgestellt {252}.

3.1.2.2.2 Arteria-carotis-Katheter

Zur blutigen Messung des Blutdrucks in der Artecgrotis communis wurde der Ratte in
derselben Operationssitzung ein Carotiskathetelamtigrt. Nach Rasur des Operationsfeldes im
vorderen Hals wurde die Haut in der Medianlinie zéentimeter eingeschnitten. Mit Hilfe von
zwei anatomischen Pinzetten wurden beide Thymuslagumpf voneinander getrennt sowie
alle Faszien bis zum Erreichen der paratrachealaskMatur gespalten. Der Gefal3-Nerven-
Strang wurde lateral in der Tiefe zwischen par&eater Muskulatur und Musculus
sternokleidomastoideus erreicht. Nach vorsichtigaennen von Arteria carotis communis und
nervus vagus erfolgten Anschlingen und Incision@efi3es. Der Katheter wurde vorsichtig bis
in den arcus Aortae vorgeschoben und mit HaltefaanGefal fixiert. Anschlie3end erfolgte
die subkutane Verlegung des Katheters in den Nachkdrdie dortige Fixation. Nach Verschluss
der Wunde durch eine Hautnaht wurde die Haltevistuiog des chronischen Versuchsstandes im
Nacken des Tieres durch Mullbinden befestigt uredRAatte im Messstand platziert {252}.

-44 -



Materialien und Methoden

3.1.3 Messplatz
3.1.3.1 Versuchsstand

Als Rattenkafig fur die 24-Stunden-Messungen diemeim Physiologischen Institut eigens zu
diesem Zweck entworfener Spezialkafig. Dieser Kabijte es dem Tier ermdglichen, sich frei
zu bewegen, ohne dass die fir die Experimente moligen Messleitungen beschadigt wurden.
Dazu wurde ein runder Kafig drehbar gelagert undch wwinem Stellmotor Uber eine
Regelelektronik so angetrieben, dass Drehbewegundes Versuchstiers durch eine
entgegengesetzt gerichtete Drehbewegung des K&igggeglichen wurden. So konnte
verhindert werden, dass sich die im Nacken dese3iausgeleiteten Messleitungen beim
Umbherlaufen des Tieres verdrillten und dadurch Ibédigt wurden. Die Detektion der
Bewegungsrichtung, der Starke und der Geschwindigkéolgte Gber eine Infrarotsonde, die
Uber dem Kafig angebracht war. Durch eine Lochssheiurde eine Lichtschranke in
Abhangigkeit von den Bewegungen der Ratte gesambossder unterbrochen und so die

Richtung und die Bewegungsgeschwindigkeit der Besgung detektiert.

Die Katheter wurden am Nacken des Tieres ausgefAtstSchutz der Messleitungen diente
eine weiche Stahlfeder, die zentral GUber dem Kafigginer Taumelscheibe befestig worden war.
So konnte ein mdglichst groRer Bewegungsspielraem\eersuchstiere gewéhrleistet werden
(Abbildung 3.1).
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Servomota Infrarotsensc

Telemetrieanlagg

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Versuchsstandesnfamotsensor, der Gber dem Kafig
angebracht wurde, detektiert die Bewegungen deeRat dreht (iber einen Servomotor den Kéfig

entsprechend weit in die entgegengesetzte Richtdiegdurch wird ein Sich-Verdrillen der Messleituary

verhindert und dem Versuchstier ein maximaler Bawegfreiraum gegeben.
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3.1.3.2 Telemetrieanlage

Die Registrierung der Blutdruckwerte in der Aortbdaminalis erfolgte mit Hilfe einer

Telemetrieanlage der Firma DSI. Bei diesem Systemd@n die Blutdrucksignale tber einen mit
einem Gel geflllten, in der Aorta abdominalis inmplarten Schlauch auf einen Druckwandler
Ubertragen. Dieser wandelt das mechanische Signain analoges elektrisches Signal um,
welches frequenzmoduliert in ein Funksignal umgedetinund an einen Empféanger Ubertragen
wird. Immer wenn sich der Blutdruck um mehr als rhidg andert, erzeugt der Sender ein
Funksignal. Die Wellenlange des Funksignals verédrgieh dabei proportional zu der Hohe des
Blutdrucks. Vom Empfanger, der unter dem Messppationiert war, wurden die Funksignale
wieder in analoge elektrische Signale umgewandeltan den Messrechner Gbertragen. Mittels
eines Luftdrucksensors erfolgte hier zunéchst diggléichung des Messsignals mit dem
aktuellen Luftdruck. AnschlieRend wurden die einezel Messwerte durch Uberlagerung von
rationalen Funktionen mathematisch in ein kontidigkees Signal umgewandelt. Dieses
berechnete analoge Blutdrucksignal wurde dann vioene Analog/Digitalwandler in ein

digitales Signal umgewandelt, so dass 100 MesswmxeSekunde erzeugt wurden. Diese
Messwerte wurden mit einem Computerprogramm (Natkpographisch am Bildschirm

dargestellt und gleichzeitig auf der Festplatte @emputers archiviert {253, 251}.

Die Registrierung des Blutdrucks in der Arteriaatesr communis erfolgte mit Hilfe eines
konventionellen Druckaufnehmers der Firma Gould.i Bkesem System wurde das
Blutdrucksignal Gber einen mit einem Natriumchlerihd Heparin-Gemisch geftillten, in der
Arteria carotis communis platzierten Kunststofflethr auf einen Druckaufnehmer Gbertragen.
Dieser wandelte das mechanische Drucksignal dine&in elektrisches um und Ubertrug es mit
einer Ubertragungsgeschwindigkeit von 10 Messwepien Sekunde ohne Luftdruckabgleich
direkt an den Messrechner. Hier wurde das digitates Blutdrucksignal auf der Festplatte des
Computers gespeichert. Gleichzeitig wurde vom Dvecktarker aus der Anzahl der
auftretenden Druckimpulse des Blutdrucksignals derzfrequenz berechnet und mit einer
Geschwindigkeit von einem Messwert pro Sekunde def Festplatte des Computers

gespeichert.

Vor Beginn der Messung wurden die Druckaufnehmer t miilfe eines
Quecksilbermanometers kalibriert. Hierzu wurde d@ucksensor an eine Druckkammer
angeschlossen und in dieser die Driicke 0 und 10Bignenzeugt. Jede Druckstufe wurde fur 20

Sekunden registriert und der vom Drucksensor negitt Wert entsprechend dem in der
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Druckkammer vorgegebenen Druckwert nachreguliertrid¢i wurden Abweichungen von 0,5
mmHg als Messungenauigkeit toleriert.
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Drucksensor |

Drossel

Drucksensor Il

Sender

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Anordnung der Imptanin der Ratte. Eine aufblasbalre
Kunststoffmanschette wurde um die Aorta abdominaligziert. Distal des Abgangs der Nierenarteriemde
der Telemetriesender zur Blutdruckmessung in detaAabdominalis platziert (Drucksensor Il). Der Keter
zur Messung des Drucks in proximal der Kunststoffethette befindet sich in der Arteria carotis cominiy
(Drucksensor 1). Zur besseren Ubersicht ist dercRsaensor | in der Abbildung in der Aorta abdomisdi
eingezeichnet.
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3.1.3.3 Druckregelung

Die Regelung des Drucks in der Aorta abdominalfelgte mittels eines eigens zu diesem
Zweck konstruierten Gerates. Ein elektropneumagisétegler pumpte mittels Druckluft die um

die Aorta abdominalis plazierte Kunststoffmansahetif und konnte so den Druck in der Aorta
abdominalis distal der Manschette senken bzw. didassen der Druckluft wieder erhdéhen.
Die Ein- und Auslassventile des Druckreglers wurgen einer eigenen Elektronik gesteuert.
Diese verglich den vom Benutzer vorgegebenen Sdllweit dem Blutdrucksignal des

Telemetriesenders und regelte Uber die Ein- undla&sgentile den Manschettendruck
entsprechend der Abweichung des Telemetriesigmailsiem vorgegebenen Sollwert. So konnte
der Druck in der Aorta abdominalis distal der Mdrette auf dem vorgegebenen Sollwert

konstant einreguliert werdeAbildung 3.3, Teil B). Fir die Erzeugung von Sinuswellen wurde

dem Sollwert von einer externen Elektronik eine v@olgung lberlagert. Zunéachst wurde der
Sollwert mit einer Rechteckspannung einer niedrigequenz (0.05 Hz) tUberlageAbbildung
3.3, Tell C). Durch Einregeln der Amplitude der Rechteckspaignwurde die Amplitude der

spateren Sinuswellen auf die Hohe wil0 mmHg festgelegt. In einem letzten Schritt wurde
nun dem Sollwert anstelle der Rechteckspannung &imesspannung derselben Amplitude und
der gewiinschten Frequenz von 0,1 Hz Uberlagétildung 3.3, Teil D).
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Abbildung 3.3: Originalregistrierung des renalen Perfusionsdru¢R&\P) wahrend der Einstellung dg
Sinuswellen (0.1 Hz+10 mmHg Amplitude). Im Teil A der Abbildung ist dBuhedruck dargestellt. Im erste
Schritt der Einstellung wird der renale Perfusions#t auf 80 mmHg einreguliert (Teil B). Es folgtréichst die
Uberlagerung von Rechtecken zur Einstellung der Woge (Teil C) und zuletzt die Darstellung de

Sinuswellen (Teil D).

-51 -



Materialien und Methoden

3.1.3.4 Versuchsdurchfihrung
3.1.3.4.1 Versuchsbeginn

Am Messtag wurde den Tieren acht Stunden vor Vésheginn der Zugang zum Futter
gesperrt. Vier Stunden vor Versuchsbeginn wurden\@rsuchstiere in den Versuchsstanden
platziert, um ihnen ausreichend Zeit zur Gewohnanglie neue Messumgebung zu gewéhren.
Von diesem Zeitpunkt an konnten die Tiere kein \WWassehr zu sich nehmen. Die Versuche
wurden in einem klimatisierten Raum mit einer Raemmperatur von 15° C und einer
Luftfeuchtigkeit von 20 % durchgefihrt. In dem Marhsraum herrschte eine 12 Stunden
dauernde Hell-Dunkel Periodik; auf gréRtmoglicheh&@lisolierung wurde geachtet. Alle
Versuche begannen genau um 19.00 Uhr mit der iebethme der Versuchsstdnde und dem
Einstellen des gewlnschten Versuchsprotokolls. Arefgend wurde der Druck in der Arteria
carotis communis fir 60 Minuten registriert. NackeBdigung der Registrierung wurde den
Ratten tber den Katheter in der Arteria carotis mamis ein Milliliter Blut zur Bestimmung der
Plasma-Renin-Aktivitat entnommen und das fehlendatvBlumen durch einen Milliliter
physiologischer Kochsalzlosung ersetzt. Der Katheteder Arterie wurde anschlieRend mit
einem Gemisch aus Natriumchlorid und Heparin gesid versiegelt. Wahrend der nachsten

22 Stunden wurden an den Versuchstieren keine igaitdanipulationen vorgenommen.

3.1.3.4.2 Versuchsbeendigung und Probengewinnung

60 Minuten vor Beendigung der Versuche wurde derssWatheter in der Arteria carotis
communis erneut an den Druckaufnehmer angeschlosseh die Messwertregistrierung
fortgesetzt. Unmittelbar vor Versuchsende wurde Ratten dreimal ein Milliliter Blut Gber den

Katheter in der Arteria carotis entnommen und sgekuihlte EppendorfgefaRe gefillt. Diese
wurden bei 4° C fir 10 Minuten bei 8000 Umdrehungeo Minute zentrifugiert. Das

abpipettierte Plasma wurde bis zur weiteren Anabeie20° C gekihlt gelagert {254}.

Es folgte die Nierenentnahme. Hierzu wurden digdRamit einer Bolusinjektion von einem
Milliliter Brevimethal-Natrium intravends narkoteit. Nach Entnahme der Tiere aus dem
Versuchsstand erfolgte die Eroffnung des Abdomemsihdeinen medianen Bauchschnitt und je
einen Schnitt in der rechten und linken Flanke. Bieren wurden freiprapariert und, beginnend
mit der rechten Niere, entnommen. Diese wurde &elhind anschlie3end dekapsuliert. Eine
Halfte wurde umgehend in flissigem, Nchockgefroren. Bei der anderen Halfte erfolgte

zunachst die Trennung von Rinde und Mark unter @grarationsmikroskop mit einem Skalpell.
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Fur die histologischen Verfahren wurde die linkeefdinach Entnahme kurz auf RNAse-freiem
Filterpapier abgetupft und mit steriler Skalpeltige in mehrere ca. 3 mm dicke Scheiben geteilt.
Die Schnittfihrung erfolgte dabei radial vom Nidsenoken ausgehend um in jeder Probe etwa
gleich grol3e Anteile der Nierenrinde und des Nisrarkes zu erhalten. AuRerdem erfolgte die
Abtrennung und getrennte Fixierung der Polkappenreim kortikales Gewebe zu gewinnen.
AnschlieRend wurde das Organ dekapsuliert. Esdalgt Immersionsfixierung in einer 3%igen
Lésung in PBS gelostem Paraformaldehyd (pH 7,4p6f@tunden bei 4° C. Danach wurden die
Nieren zum Schutz vor Gefrierartefakten fir 12 8&m in einer Sacharose-PBS-Ldsung
(800mOsm/kg HO; pH 7,4) bei 4° C inkubiert. AnschlieBend wurdasdGewebe auf
Styroporplattchen aufgebracht und in stickstoffigdiem Isopentan (Riedel-de Haen)
schockgefroren. Alle Proben wurden bis zur weiteferalyse bei -80° C gelagert {255, 82,
236}.

3.1.3.5 Versuchsprotokolle

In allen Gruppen wurden 12 Versuche durchgefiinnt.Binzelnen wurden in der Gruppe der

salzarm ernahrten Tiere folgende Versuchsprotokhllehgefihrt:

° 24 Stunden Ruhemessung als Kontrollgruppe;

° 24 Stunden Senkung des Drucks in der Aorta abdalmiauf 90 mmHg;

° 24 Stunden Senkung des Drucks in der Aorta abdalmiauf 80 mmHg;

° 24 Stunden Senkung des Drucks in der Aorta abdalmiauf 70 mmHg;

° 24 Stunden Senkung des Drucks in der Aorta abdaimimuf 80 mmHg mit
Uberlagerung von Sinuswellen einer Frequenz vonHxlund einer Amplitude
von + 10 mmHg. Im Folgenden werden diese Versuche zuwachkfpichen
Vereinfachung als Versuche mit reduziertem Drucklen Aorta abdominalis mit

erhohter und verminderter Blutdruckvariabilitat biehnet.

In der Gruppe der salzreich ernahrten Tiere wuiderkinzelnen folgende Versuchsprotokolle
durchgefuhrt:

° 24 Stunden Ruhemessung als Kontrollgruppe;

° 24 Stunden Senkung des Drucks in der Aorta abdalmiauf 90 mmHg;
° 24 Stunden Senkung des Drucks in der Aorta abdalmiauf 80 mmHg;

-B3 -



Materialien und Methoden

° 24 Stunden Senkung des Drucks in der Aorta abdalmiauf 70 mmHg;

° 24 Stunden Senkung des Drucks in der Aorta abdaimimuf 80 mmHg mit
Uberlagerung von Sinuswellen einer Frequenz vonHxlund einer Amplitude
von + 10 mmHg. Im Folgenden werden diese Versuche zuwachkpchen
Vereinfachung als Versuche mit reduziertem Drucklen Aorta abdominalis mit

erhéhter und verminderter Blutdruckvariabilitét biehnet.

In allen Versuchen wurde der Druck in der Aorta@hahalis, der Blutdruck in der Arteria
carotis communis und die Herzfrequenz aufgezeichiretdem am Ende des Versuchs
gewonnenen Plasma-Proben wurde die Plasma-Reniuitdktbestimmt. An den fir die
Histologie vorbereiteten Nieren wurden an je drei@beschnitten die Diaphoraseaktivitat, die
Immunreaktivitat fir Renin und die mRNA-Aktivitatif Renin bestimmt. Fir jeden Versuch

wurde im Nierenhomogenat die mMRNA-Menge flir Renirct einen Northern-Blott bestimmt.
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3.2 Molekularbiologie

3.2.1 Zellkultur und DNA-Darstellung

Die Darstellung der DNA fir die Sondenpraparatiaolgte aus tiefgefrorenen E. coli-
Glycerinkulturen. Dazu wurde eine sterile Luria-B@i-Losung hergestellt (1g NaCl, 0.5g Hefe
und 1g Trypton auf 100ml Aqua bidest) und mit 50plgAmpicillin versetzt.

Nach dem Beimpfen mit der jeweiligen Glycerinkulenfolgte die Vermehrung der Zellen
bei 37° C im Schwenkbrutschrank (16h, 240 U/minjeréurch wurden Zelldichten von > 3 x
10° Zellen/ml erreicht.

Die Trennung und Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte Anlehnung an einen
kommerziellen Kit (Nucleobond AX, Marcherey-NageDeutschland), der auf einem
modifizierten Verfahren nach Birnboim und Doly bletuDie durch Zentrifugation (6000g,
30min, 4° C) aus der Kultur gewonnenen Zellen waordanachst in einer Lésung aus 50mM
Tris-HCI, 10mM EDTA und 100pug RNase A resuspendiad anschlieend mit 200mM NaOH
und 1% SDS lysiert. Durch Zugabe von 2.8 M Kaliustaz (pH 5.1), Homogenisierung,
Inkubation auf Eis (5min) und anschlie3ender Zamgation (14000g, 30min, 4° C) wurden die
chromosomale DNA und andere Zellbestandteile piideify wahrend die Plasmid-DNA in
Losung gehalten wurde. Der Uberstand wurde mit Bofferlosung (100mM Tris-HCI, 15%
Ethanol, 900mM KCI und BPO,, pH 6.3) auf eine silicabestiickte lonenaustauséuds
(Nucleobond AX500) gegeben. Nach dreimaliger Wasgh{B8x15ml) mit Pufferldosung wurde
die gereinigte Plasmid DNA von der Saule gelostefmvalige Waschung mit 2100mM Tris-HCI,
15% Ethanol, 1000mM KCI und 4RO, pH 8.5), mit 4.2ml Isopropanol versetzt und durch
anschlie3ende Zentrifugation (140009, 10min, 4%@gipitiert. Durch abschlie3ende Waschung
mit 70% Ethanol und Trocknung (5min, 22°C) wurde diereinigte DNA von prazipitierten

Salzresten befreit.

Zur weiteren Verarbeitung wurde die DNA in 10mM sSFHICI (pH 8.5) geldst. Um die
Qualitat der Plasmid-DNA und die Ausbeute zu kdheeen, wurde ein Agarosegel (1%)
angefertigt und die DNA-Konzentration photometrigeh 260nm/290nm bestimmit.

3.2.2 RNA-Isolierung

Die in flussigem Stickstoff schockgefrorenen Gewebearden auf Eis genommen und in
vorgekuhlten Ro6hrchen zusammen mit 800ul Denatwngsiosung (Losung D: 236g
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Guadinium Thyozyanat, 125ml Natriumzitrat 0,1M u@5ml Sarcosyl 10% in 500m| DEPC-
Wasser geldst) homogenisiert. Danach erfolgte agibrathrittige RNA-Extraktion:

e Zugabe von 80ul 2M Natriumazetat (pH 4), anscleliel31l Minute schutteln;
e Zugabe von 800ul wassergesittigtem Phenol, ae€anrd 1 Minute schiitteln;

e Zugabe von 160ul Chloroform, anschlieRend 1 Mimdeltteln und dann 15 Minuten

auf Eis stellen;

e Separation der wassrigen (RNA-haltigen) Phase den phenolhaltigen Phase durch
Zentrifugation (15000g, 15min, 4°C).

Die mehrschrittige RNA-Prazipitation und Waschuniglgten nach folgendem Protokoll:

e pipettieren von 1ml der wassrigen Phase in 1nprigoanol,

e nach schitteln des 1:1-Gemischs Fallung Uber &2k26°C;

e pelletieren der RNA durch Zentrifugation (1500@§min, 4°C);
e absaugen des Uberstandes mittels Pasteur Pipette;

e Resuspension des Niederschlages in 300ul Losungngxhlielend Zugabe von 50ul
Natriumazetat (2M, pH 4) sowie 1,25ml Ethanol (95%6) 12h Fallung bei 20° C;

e Zentrifugation (15000g, 30min, 4°C), Uberstand Ritsteur-Pipette abnehmen und mit
1ml Ethanol 70% waschen;

e erneute Zentrifugation (15000g, 30min, 4°C) mis@rlieRender Losung in 50ul RNAse-
freiem Wasser.

AbschlieRend wurden 5ul der Probe entnommen undoptedrisch die Konzentration und die
Reinheit (Messung der optischen Dichte bei 260n80nZn) der RNA bestimmt. Zusatzlich
wurde mittels eines denaturierenden Ethidiumbridhgrose-Gels das Intensitatsverhaltnis der
28S und 18S Banden der ribosomalen RNA bestimmigienintegritat der RNA sicherzustellen
{236, 255}.
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3.2.3 Northern Blot

3.2.3.1 Sondenpraparation

Fir die nichtradioaktive mRNA-Quantifizierung wurdee zu transkribierende Renin Plasmid-
DNA linearisiert und in die Polylinkregion eines ahskriptionsvektors kloniert der einen
Promotor fir SP6 RNA- Polymerasen enthielt. Dazudeulug linearisierte Plasmid-DNA
zusammen mit 10ul Nukleotidgemisch und digoxygemirikiertem Uridintriphosphat (DIG
RNA Labeling Mix, Boehringer Mannheim) und 10ul 1Bxffer (100mM Dithiotreit, 400mM
Tris-HCI (pH=8.0), 60mM MgGl, 20mM Spermidin) auf Eis pipettiert und mit stenmi Aqua
bidest (4°C) auf 95ul aufgefillt. Nach kurzer Durgbchung erfolgte die Zugabe von SP6-
RNA-Polymerase. Nach erneuter grindlicher Durchinisg und kurzer Zentrifugation wurde
der Einbau von DIG-11- UTP an ca. jede 20. Positles Transkripts durch eine 2 stindige
Inkubation im Wasserbad (37°C) erreicht. Anschlrel3erfolgte die Entfernung der Template
DNA durch Zugabe von 10ul RNAse-freier DNase | (U Mischung und 15 mindtige
Inkubation der Reaktionslosung bei 37°C im Wassgri#sbschlieBend wurde die Reaktion
durch Zugabe von 10ul 0.2 M EDTA auf Eis gestopypn die markierten RNA Transkripte
lagerfahig zu machen wurden sie mit einem Gemisch 3r5ul Ethanol (70%, -20°C) und
12.5ul 4M LIiCl vermischt und 12h bei -20°C gefaltach Zentrifugation (150009, 1h, 4°C)
wurde der Uberstand abgesaugt und das entstangtiaei® 500u| Ethanol gewaschen (70%, -
20°C). Schliel3lich erfolgte die Trockung in der Vdaknzentrifuge und Resuspension des Pellets
in 100ul Aqua bidest. Die quantitative und quakMatAnalyse des Transkriptes erfolgte durch
photometrische Bestimmung sowie durch Darstellamg\garosegel (Ethidiumbromidfarbung).

3.2.3.2 Northern Blot

Nach Auftauen der RNA Proben in eisgekihlten Stémdefolgten die Bestimmung der RNA-
Konzentration wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben. Alissen Werten wurde fur jede Probe das
einzusetzende Probenvolumen ermittelt. Bei jedestiBenung liefen als interner Standard
gepoolte RNA Proben von Kontrolltieren mit um vémansbedingte RNA-Verluste bei der
abschlieRenden Quantifizierung zu korrigieren. Denaturierung der RNA-Proben erfolgte bei
65°C im Wasserbad (10min) nachdem die Proben mPO&asser und 26.1ul Probenpuffer
(hergestellt aus 625ul deionisiertes Formaldehyd,5ul Formaldehyd, 10ul Bromphenolblau
1% und 125ul 10x MOPS (0.2M Morpholinpropansulfamrsid 50mM Natriumacetat, 10mM
EDTA, pH=7) auf ein Volumen von 33ul aufgefiillt vden. AnschlieBend erfolgte die
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elektrophoretische Auftrennung der RNA Uber cab2h75V in einem standard Formaldehyd-

Formamidgel. Als Laufpuffer wurde 1x MOPS verwendgie Aufbereitung der Proben und die

Durchfiuihrung des Kapillarblots wurden dann wie falgrchgefihrt:

Entfernung der Formaldehydreste durch vorsichtigestlung des Gels fir 5min in 6x
SSC (3M NaCl, 0.3M Natriumcitrat, pH=7), anschlie8eAquilibrierung in 20x SSC
(20°C, 12h).

Einlegen der positiv geladenen Nylonmembran (Bogai Mannheim) in 20x SSC
(20°C, 15min) und erneute vorsichtige Waschung@es in 20x SSC (20°C, 30min).

Kapillarblotsdule (aufgebaut aus Glasplatte, Bhggiapier, Gel, Nylonmembran,
Blottingpapier, 5cm Zellstoff, Glasplatte) in 20xCS einstellen und mit ca. “2kg

beschweren. Anschliel3end 18h bei Raumtemperattieblo

Da die kombinierte Anwendung von UV - crosslink ufidhermostabilisierung in
Vorversuchen zu einer besseren Fixierung fuhrtali@slleinige Verwendung nur eines
der Verfahren wurde die Membran zunéachst erhit20{C, 30min) und nachfolgend
beidseitig mit UV - Licht bestrahlt. Die Fixierungurde durch zweimalige Waschung in
2x SSC abgeschlossen.

Danach erfolgte eine Qualitatskontrolle durch kurEenlage der Membran in
Ethidiumbromidlésung (15min, 5u1/100ml), Spilung2x SSC und abschlielRende UV -
Belichtung.

Prahybridisierung und Hybridisierung erfolgten ahgenden Schritten:

Einlage der Nylonmembran fur 1%h in Dig Easy Hil®r(®100cm2 Membranflache,

Boehringer Mannheim).

Nach Entnahme der Dig Easy Hib Lésung, Zugabe d& -Dmarkierten Sonde und
Hybridisierung Uber 12h bei 68°C.

Zweifache Waschung (10min) der Nylonmembran bei rRamperatur in 2x
Waschlosung (2x SSC welches 0.1% SDS enthielt).

Abschlul3 der Hybridisierung durch Waschung bei 68faer 15 Minuten in 0.1x

Waschlosung.

Die Entwicklung erfolgte unter Verwendung des DI@niinescent Detection Kit (Boehringen

Mannheim). Dabei wird die Membran (nach Aquilibtieg und Blockung mit einer Losung aus
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proteloytischen Kaseinfragmenten) mit einer verdénn Anti-DIG-AP-Antikorperldsung

inkubiert. Nach mehreren Wasch- und Aquilibierutggten in denen Uberschiissige
Antikorperlésung abgetrennt wird, erfolgt die Zugaleines Farbstoffsubstrrates (CSPD,
Boehringer Mannheim). Inkubation Gber 15min bei@7dhrt Gber den chemischen Angriff der
alkalischen Phosphatase der membrangebundenenDRBHAP-Antikdrper am CSPD zur

Freisetzung von Photonen. Zur Quantifizierung dBNA wurde die Intensitat dieser Strahlung
mit einem optischen System erfal3t (Hamamatsu, Lagraph Imaging System), digitalisiert

und einer spateren densitometrischen Auswertungfiabg.

3.3 Histochemie

3.3.1 NADPH-Diaphorase

Die catalytische Aktivitat der Stickstoff-Monoxyd#sthase-Isoformen in der Niere wurde durch
die enzymatische Reduktion von Nitro-Blautetrazoliitn Anwesenheit von NADPH gezeigt.
Hierzu wurden fm dicke Cryostat-Schnitte der Niere auf mit Chrofagee beschichtete
Objekttrager aufgezogen und fur 10 Minuten an dgt getrocknet. Anschliessend wurden die
Objekttrager dreimal zehn Minuten in PBS gewaschad dann in einem Reaktionspuffer
inkubiert. Dieser Reaktionspuffer bestand aus eifebivl Phosphatpuffer, der mit 0,3% Triton
X 100 zur Permeabilisierung der Zellwande, mit @@Mlitro-Blautetrazolium und mit 0,1% R3-
NADPH fiur die Stickstoff-Monoxyd-Synthase abhé&ngigarbreaktion versetzt wurde. Die
optimale Reaktionszeit wurde an ebenfallsn5dicken Kontrollschnitten ausgetestet. Hierbei
wurde die Zeit bis zum Anfarben der macula denstoget, ohne dass Hintergrundsaktivitat in
Form einer gleichmaRigen Blaufarbung des Schndtdiat. Die so ermittelte Inkubationszeit
betrug 25 Minuten bei einer Temperatur von 37° C eimer feuchten Kammer unter
Lichtausschluss. Die Reaktion wurde nach der Inkabszeit durch dreimaliges Waschen fur je
zehn Minuten in PBS gestoppt. Zur dauerhaften Hydrig der Schnitte fur die Auswertung
wurden die Gewebeschnitte mit 50% PBS-Glycerin @Jd) Uberschichtet und mit einem
Deckglaschen abgedeckt. Die Aktivitat der Sticksibnoxyd-Synthase wurde durch
Préazipitation des dunkelblauen Reaktionsproduktdslisiert. Zur Kontrolle wurde je ein
Objekttrager mit einem Reaktionspuffer inkubiergi ler das NADPH durch NADH ersetzt
wurde. Bei dieser Reaktion fand sich kein Reakpoogdukt {256, 257, 82}.
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3.3.2 Immunhistochemie
3.3.2.1 Primarantikérper

Die bei den Experimenten verwendeten polyklonalatik®rper sind bereits in anderen Arbeiten
auf ihre Spezifitdt untersucht worden. Fiur den Naamh von Renin wurde ein gegen Ratten-
Renin gerichteter polyklonaler Kaninchen-Antikorpasrwendet (freundlichst Gberlassen von
E.Hackenthal, Heidelberg) {258}.

3.3.2.2 Antikdrperinkubation und Antikdrperdetektio

FUr die Immunhistochemie wurden Gefrierschnitteeiner Dicke von fm verwendet. Die
Gefrierschnitte wurden auf mit Chromgelatine besatdte Objekttrager aufgebracht, eine
Stunde bei Raumtemperatur luftgetrocknet und aresgd@nd zum Blocken unspezifischer
Proteinbindungsstellen mit Blocking-Medium fir 30indten bei Raumtemperatur in einer
feuchten Kammer inkubiert. Als Blocking-Medium dier2% bovines Serum-Albumin in PBS.
Nach Entfernen des Blockin-Mediums durch zweimaliyéaschen fur je finf Minuten in PBS
wurden die Schnitte mit den jeweiligen Primaramgein tGberschichtet und fur zwei Stunden
bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. Batikorperkonzentration fur den
Antikorper wurde in Verdinnungsreihen (Verdinnungdimm PBS) ausgetestet. Sie betrug flr
Renin 1:10.000. AnschlieRend wurden die Schnittelfi Stunden bei 4°C in einer feuchten
Kammer auf einem Schttler gelagert. Nach der Rantikorperinkubation wurden die Schnitte
viermal fur je zehn Minuten in PBS gespult und rdén jeweiligen Sekundarantikérpern
beschichtet. Die verwendeten Sekundarantikorpeenvdirekt fluoreszensmarkiert. Es handelte
sich um ein mit einem Cytochrom 3 konjugierten Zigeti-Kaninchen-lgG-Serum mit einer
Verdinnung von 1:250 in PBS. Nachdem die ungebusdefntikorper nach einer Stunde
Inkubation durch dreimaliges Waschen von je funhien in PBS entfernt worden waren,
wurden die Schnitte mit 50% PBS-Glycerin (pH 8,B)gedeckelt und fluoreszensmikroskopisch
(Leika DMRB mit Auflicht-Fluoreszenszusatz) anagrsiund photographiert {82, 257}.

3.3.3 In-situ-Hybridisierung
3.3.3.1 Préaparation der cDNA-Matritzen

Die cDNA-Plasmide zur Herstellung der Riboproberremaim Labor von Professor Bachmann

schon zur Anwendung gekommen und lagen bereit¢omeeter Form vor. Alle cDNAs waren
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in der EcoRV-site des pBluescript KS+ Vektors sobiért. Diese Klonierungsstelle wird
jeweils von einer Promotorsite fiur die Transkripgpolymerasen T3 und T7 flankiert. Im
einzelnen handelte es sich bei der cDNA um ein B&$en-Paare langes cDNA-Fragment des
Maus-Renin-Gens, Position 30-50. Als Matritze zuariBkription der Sonden wurde ein PCR-
Produkt hergestellt. Dieses umfal3te den jeweiligarklonierten cDNA-Abschnitt und die
plasmid-eigenen Transkriptionspromotoren und wurdigtels PCR unter Verwendug von
vektorspezifischen Primern synthetisiert. Flr esmgitere Transkription mit T7 wurden die
Primer flir die T3- und -47S-Positionen des pBluesdiS+ Vektors verwendet. Sollte die
Matrize bei der Transkription von der T3 Positiars abgelesen werden, kamen die Primer fur
die T7 und R2 Position des pBluescript KS+ Vektonusn Einsatz. Der PCR Reaktionsansatz,
bestehend aus pl 1:1.000 verdinntem Plasmid, jepll der entsprechenden Primer
(Edkonzentration 20pmalf), 10ul Nukleotidpufferlosung (Endkonzentration 4pnubj/
Boehringer) und 3@ Aqua dest, wurde zunachst zum Ldsen unspezifisBivedungen fir 5
Minuten auf 98° C erhitzt. Nach Zugabe vopl DNA-Polymerase (1:5 verdinnt in DNA
Polymerase Puffer, Boehringer) erfolgte die DNA thgse in 22 Zyklen, bestehend aus einer 40
Sekunden dauernden Linearisierungsphase bei 98°eier 40 Sekunden dauernden
Primerbindunsphase bei 66° C fur 40 Sekunden umat ®NA Synthese Phase fur 45 Sekunden
bei 77° C. Durch Extraktion mittels Phenol / Chimron (T.J. Baker) und Lithium-
Chlorid/Ethanolféallung (4 M LiCl, MERCK; 100% Ethah T.J. Baker) wurde die DNA
aufgereinigt. Zur Qualitatskontrolle und Quantéiming der DNA wurden Agarosegel-
Elektrophoresen (Seakem ME Agarose, FMC, USA) uimbtgmetrische Bestimmungen
(GeneQuantll, Pharmacia Biotech) durchgefuhrt {Z88), 62, 82, 257}.

3.3.3.2 In-vitro-Transkription zur Herstellung mitgoxigenin markierter Riboproben

Die In-vitro-Transkription zur Herstellung markiert RNA-Proben wurde mit Hilfe einer T3
Polymerase bzw. feiner T7 Polymerase (BoehringereruVerwendung von Digoxigenin
markiertem Substrat durchgefuhrt. Bei der Herstglyjeder Probe wurden in verschiedenen
Ansatzen beide Polymerasen verwendet, so dal3 dlieckkomplementére Leserichtung der
Enzyme jeweils eine Antisense- und eine Sense-RMbd?enstand. Die Antisenseprobe, die
komplementar zur zellularen mRNa ist, diente alschMvaeis fir die mRNA-Synthese im
Gewebe, wahrend die Sense-Probe als Negativ-Késtoenutzt wurde. Fir die Transkription

wurden 0,3ug des PCR-Produktes als Matrize eingesetzt undnerusa mit 13ul Diethyl-
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Pyrocarbonat (DEPC, SIGMA) behandeltem Aqua dgst,T2anskriptionspuffer (Boehringer),
2ul Nukleotidgemisch mit Digoxygenin-markiertem Undb -Triphosphat (DIG-Labeling mix,
Boehringer) und gl der jeweiligen RNA-Polymerase (Boehringer) furs18linuten bei 37° C
inkubiert. Danach erfolgte der Verdau der DNA-Ma#iin einer 15-minttigen Inkubation mit
RNAse freier DnAse (Boehringer). Die RNA wurde rhithium-Chlorid und Ethanol geféllt,
mit 80% Ethanol gewaschen und nach anschlieRendesokien in 100pul DEPC-HO
aufgenommen. Um die RNA zu quantifizieren und diégteGdes Transkriptionsproduktes zu
beurteilen, wurden photometrische Bestimmungen umjarosegel-Elektrophoresen
durchgefuhrt. Da die Zuganglichkeit zellularer mRNA lange Riboproben eingeschrankt ist,
wurden die markierten Riboproben fur Renin und Ktiaff-Monoxyd-Synthase (Isoform |II)
nach erfolgter Transkription durch alkalische Hygse fragmentiert. Hierzu wurden 50
geléstes Transkript mit einem Carbonatpuffergemiédul 0,2 M NaHCQ / 30ul 0,2 M
NaCO;s, Riedel-de Haen) bei 60° C inkubiert.

Die Inkubationsdauer wurde entsprechend der Ausdange der Riboprobe nach folgender
Formel berechnet:

t = (Istwert - Sollwert) / ( 0,11 * Istwert * Sollevt)

Die Inkubationszeiten betrugen fir Renin 20 Minut&ie Fallung der hydrolysierten RNA
erfolgte analog zur Fallung der Transkripte {2560262, 82, 257}.

3.3.3.3 Hybridisierung Digoxigenin-markierter Rilvopen

Fur die In-situ-Hybridisierung wurden Gefrierschaitvon 7 um Dicke verwendet. Die

Gefrierschnitte wurden an einem Kryostaten (Krybs@&M3000, Leica) hergestellt, auf
sialinisierte Objekttrager aufgebracht und fir 1iden in eisgekihltem 4% Paraformaldehyd
(in PBS, pH 7,4) nachfixiert. Nach mehreren Waskhtten (3 * 5 Minuten in PBS, 2 * 5

Minuten in Aqua dest, 2 * 5 Minuten in PBS) undeximDeproteinierungsschritt (10 Minuten in
0,1 M HCI) wurden die Schnitte fir 20 Minuten i28% Essigsaure (T. TJ. Baker) / 0,1 M
Triethanolamin (SIGMA) inkubiert. Es folgten zweeitere funfminitige Waschschritte in PBS
und die Entwasserung der Schnitte in einer aufsiteign Ethanolreihe (jeweils fiunf Minuten in
70%, 80% und 96% Ethanol). Nachdem die Schnitte 2lirMinuten bei Raumtemperatur
luftgetrocknet worden waren, wurden sie mit einer@hibridmix (50% deionisiertes Formamid
[MERCK], 40mM Tris-HCL [Trometamol {MERCK} / HCI {TJ.Baker} pH 7,4], 25 mM

-62 -



Materialien und Methoden

EDTA [ROTH], 20 mM NacCl, 0,2%g/ul tRNA, 2,5x Denhardt-Lésung [100x = 0.05% Ficoll,
0.05% Polyvinylpyrolidon und 0,05% bovines Serunatin], alle Produkte - soweit nicht
anders angegeben - von Boehringer) bedeckt undZrMinuten bei 40° C in einer feuchten
Kammer inkubiert. Nach Entfernen des Préahybridmixasden die Schnitte mit dem Hybridmix
(50% deionisiertes Formamid, 200 mM Tris-HCI [pH4]7,1 mM EDTA [pH 8,0], 0,2M
Dithiothritol [BIOMOL, Hamburg], 0,33 M NacCl, hig/ul tRNA, 1ug/ul Heringssperma [beides
Boehringer], 10xDenhardt-Lésung, 10% Dextransu[BiiGMA] und 2-8 pg digoxigenierter
Riboprobe) Gberschichtet. Die optimale Sondenkotnagan wurde fir jede Sonde in seperaten
Verdunnungsreihen austitriert. Sie betrug fir Re?Ppg/Reaktionsansatz. Es wurden jeweils
Sense und Antisense Hybridisierungen durchgefuhm.wahrend der Inkubation fir 20 Stunden
bei 40° C in einer feuchten Kammer eine Austrockndar Schnitte zu verhindern, wurden sie
mit Deckglaschen abgedeckt. Diese waren zuvorosiigiert worden, um eine Absorption der
markierten Riboprobe zu verhindern {259, 260, 62,57}.

3.3.3.4 Entfernung nicht-hybridisierter Riboproben

Die silikonisierten Deckglaschen wurden in einesluig aus 2x Standard Sodium Citrat (SSC
entspricht 18% NaCl/15%Na-Citrat [beides MERCK]paldst und die Schnitte fir 30 Minuten
in derselben Ldsung bei 40° C gewaschen. Es folgteitere Waschschritte in verschiedenen
Waschlosungen bei unterschiedlichen Temperature® Kinuten in 0,38x SSC/50%
deionisiertes Formamid und 60 Minuten in 0,1x S®@¢5deionisiertes Formamid, beide
Waschschritte bei 40°C, 2 mal 10 Minuten in 0,5xS&@ 10 Minuten in 0,2x SSC bei
Raumtemperatur) {259, 260, 62, 82, 257}.

3.3.3.5 Detektion der hybridisierten Riboproben

Zur Detektion der hybridisierten Riboproben wurddie Schnitte 30 Minuten in einem
Blocking-Medium (1% Boehringer Blocking ReagenZ%, bovines Serumalbumin in 200mM
Tris-HCI [pH 7,5]/150 mM NaCl gel6st) inkubiert. AahlieRend wurden sie mit einem alkalisch
Phosphatase-gekoppelten anti-Digoxigenin-Antikbrg&oehringer; Verdinnung 1:500 in
Blocking-Medium) beschichtet. Nach einer 120-migéti Inkubation bei Raumtemperatur auf
einem Schuttler wurden die Schnitte fur 12 Stunoled® C in einer feuchten Kammer gelagert.
Die enzymatische Farbentwicklung der Schnitte wurdmter Verwendung eines

Entwicklungspuffers nach Boehringer, bestehend Mitoblue Tetrazoliun und 5-Bromo-4-
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Chloro-3-Indolyl-Phosphat als Enzymsubstrate, sowevamisol [SIGMA] zur Hemmung
endogener Phosphatasen (Ph 9,5) unter LichtabschMuginer feuchten Kammer bei 4°C
durchgefuhrt. Fir alle Versuchsgruppen wurde diebfeaktion nach 6 Stunden fir die
Hybridisierung mit der Renin-Sonde abgestoppt. @idelgte durch zweimaliges Waschen im
Abstopp-Puffer (100mM Tris HCI, 1mM EDTA, pH 8,0)BB fur je 15 Minuten und
anschliel3end durch zwei weitere Waschschritte i8 RB je 15 Minuten. AbschlieRend wurden
die Schnitte mit 50% Glycerin (MERCK)/PBS gegen #aosknung geschitzt und an einem
Leica-DMRB-Mikroskop mit Interferenzkontrastlichisgewertet {259, 260, 62, 82, 257}.

3.3.4 Objekttrager-Behandlung

3.3.4.1 Chromgelatine-Objekttrager

Zur besseren Haftung der Gewebeschnitte bei derphbdrase-Reaktion und bei der
immunhistochemischen Behandlung erfolgte die Besthng der Objekttrager mit
Chromgelatine. Hierzu wurden die Objekttrager zisédur je zehn Minuten in Aceton und
danach in 95% vergalltem Ethanol gewaschen. Ans8ahd wurden die Objekttrager an der
Luft bei Raumtemperatur getrocknet und fir zehn &n mit Chromgelatine, bestehend aus
0,5% Gelatine und 0,005% Kalium-Chrom-I1lI-Sulphidberschichtet. Es folgte das zweimalige
Waschen der Objekttrager in Aqua dest fur je zweilen. Die fertigen Objekttrager wurden
fur 12 Stunden bei 40 °C getrocknet {259, 260,82,257}.

3.3.4.2 Silanisierung der Objekttrager

Um ein Abspilen der Gewebeschnitte wahrend deitirkgybridisierung zu verhindern, kamen
ausschliesslich silanisierte Objekttrager zur Veweng. Hierzu mul3ten die Objekttrager
zunachst 10 Minuten in Aceton und anschliessendVifuten in 96% vergalltem Ethanol

gewaschen und dann luftgetrocknet werden. Es falgtel 2-stiindige Uberschichtung mit 1%
Aminopropyltriethoxysilan in Aqua dest [SIGMA, pHA4%] bei 70° C. Nach Abspilen des
Aminopropyltriethoxysilan mit deionisiertem Wasseurden die Objekttrager fur 12 Stunden
bei 100° C getrocknet. Es folgte die 30 minutig&kulmation der Objekttrager in 10%

Glutaraldehy bei Raumtemperatur. Nach sechsmallMyaschen in deionisiertem Wasser fir je

zwei Minuten wurden die Objekttrager fur 10 Minutemt 0,1 M Natrium-Metaperjodat
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Uberschichtet. Nach einem erneuten Waschschriehgseal 2 Minuten in deionisiertem Wasser)
wurden die Objekttrager luftgetrocknet {259, 260, 82, 257}.

3.3.4.3 Silanisierung der Deckglaschen

Um eine Absorption der markierten Sonden an das @ks Deckglaschens zu vehindern,
wurden diese silanisiert. Hierzu wurden die Deck&ghéen fir 30 Sekunden in Sigmakote gelegt
und anschliessend 10 Minuten in Aqua dest und SugBn in 96% unvergalltem Ethanol

gewaschen. Es folgte die Trocknung der Deckglastee®0° C fur 12 Stunden {259, 260, 62,

82, 257}.

3.4 Plasma-Renin-Aktivitat

Renin setzt aus dem Substrat Angiotensinogen dasfdeetid Angiotensin | frei. Die Plasma
Renin Aktivitdit wurde deshalb indirekt Uber die Mendes pro Zeiteinheit gebildeten
Angiostensin | bestimmt. Der Nachweis erfolgte oamimunologisch mit einem kommerziell

erhaltlichen RenCTK von Sorin Diagnostics DeutsetlaFir die Bestimmungen wurden dazu

40-90u1 Plasma bendtigt.

3.5 Auswertungen

3.5.1 Quantitative Auswertung der Hamodynamik:
3.5.1.1 Druck in der Aorta abdominalis

Aus dem Telemetrie-Signal des Senders in der Aatidominalis wurde zum einen ein
Mittelwert fir den Ruheblutdruck der Ratte wahreddr letzten Stunde unmittelbar vor
Versuchsbeginn gebildet. Zum anderen wurde dereMidrt der Blutdrucksignale wéahrend der
24stiindigen Regelphase errechnet. Um die Erhéhuerg Blutdruckvariabilitdt bei den
Sinuswellenversuchen zu messen, wurde mit den Metswder ersten Versuchsstunde eine
Fast Fourier Transformation (FFT) durchgefihrt. ¥ergleichbarkeit mit den Ergebnissen des
Ateria-carotis-Katheters herzustellen, wurde eingiteave FFT durchgefuhrt, wobei aber nur

jeder zehnte Messwert verwendet wurde {238, 259}.
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3.5.1.2. Druck in der Arteria carotis communis

Aus dem Signal des Katheters in der Arteria camtisde jeweils der Mittelwert der ersten und
der letzten Stunde des Versuches berechnet. Z@cBeung der Druckanstiegsgeschwindigkeit
wahrend der ersten und letzten Versuchsstunde wwade den Blutdrucksignalen Ein-Minuten-
Mittelwerte gebildet. Aus den gegen die Zeit aufggénen Mittelwerten wurde durch eine
lineare Regression die mittlere Druckanstiegsgesufigkeit berechnet. Ferner wurde mit den
Signalen der ersten Versuchsstunde der Sinuswellsnghe und der entsprechenden statischen
Drucksenkungen eine FFT durchgefiihrt. Aus den $egnaer Herzfrequenzen wurde der
Mittelwert fur die erste und letzte Versuchsstubdeschnet {261, 262}.

3.5.2 Quantitative Auswertung der mRNA-Bestimmung

Die (semi)quantitative Auswertung der Northern-Blalurch erfolgte durch densitometrische
Erfassung und Vermessung der Banden (Hamamatsungh&gstem, Scan Pack). Dazu wurde
zunachst die Intensitat jeder Bande der Membrartirbed und die Hintergrundaktivitat

subtrahiert. Die Zuordnung der Banden zu den jegexil Sonden wurde durch Vergleich der
Lokalisation auf der Membran vorgenommen. Um eiriglinhst weitgehende Standardisierung
zu ereichen wurde die Intensitat jeder Bande aefAlktivitdt der 3-Aktinbande der gleichen
Probe bezogen. Die Interassayvaribilitdt wurde ke Verwendung des auf jeder Membran

mitlaufenden internen Standards korrigiert{255}.

3.5.3 Statistik

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurdgmifikant genannt wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit p  unter funf  Prozent lag.Zur  Ermittlung  der

Irrtumswabhrscheinlichkeit wurde in der Regel ein @A und anschlielend der zweiseitige
Student-t-Test flr gepaarte bzw. ungepaarte Sidigr verwendet (entsprechend der
Zusammensetzung der untersuchten Stichproben). dgvigipenvergleiche wurden unter

Anwendung einer Testung nach Student-Newman-Keuksrsucht.

3.5.4 Fast Fourier Transformation

Die Spektralanalyse der Blutdruckdaten wurde aufGieindlage der digitalisierten Messwerte

durchgefuhrt. Die Digitalisierung erlaubt die reguaierbare, versuchsunabhéngige Analyse und
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mathematische Bearbeitung der erfassten Datenbeatden Nachteil, dass das stetige Signal
durch die Abtastung in eine Reihe zeitlich aquahser Messwerte Uberfuhrt wird. Da
kommerziell erhéltliche Programme eine Spektrals®al mit den zur Beantwortung der
physiologischen Fragestellungen nétigen Datenmemgeht durchfihren konnten, wurden die
entsprechenden Routinen unter Nutzung eines linea4&B Speichermodells selbst
implementiert. Der verwendete Algorithmus fur dieuFer Analyse basiert dabei auf einer
Modifikation des Verfahrens, welches durch J. Wolég und J. W. Tookey bekannt wurde. Der
Vorteil dieser Berechnungsmethode liegt darin, dassich um einen Algorithmus der Ordnung
N log:(N) handelt. Bei den hier verwendeten Datenmengemlieser Algorithmus fast 8000x
schneller als tibliche N Algorithmen der FFT. Ein Nachteil besteht dadass es sich um einen
Radix-2-Algorithmus handelt weshalb die LaAnge dersdichsphasen immer so gewahlt werden

musste, dass jede Phase dUgZIN) Messwerten bestand.

3.5.5 Semiquantitative Auswertung der Histochemie

Das Auszéahlen der Gewebsschnitte erfolgte fur tuHdiybridisierung, Immunhistochemie und
NADPH-Diaphorase-Reaktion nach dem gleichen Prindg Niere wurden mindestens vier
Schnitte, die jeweils kortikale und medullare Aeeaufwiesen beurteilt. Auf jedem Schnitt
befanden sich ca. 150- 200 Glomeruli so dass den&ttung der Signale an der Macula densa
auf ca. 600-800 Glomeruli bzw. ca. 4000 Macula defedlen pro Niere basiert.

FUr die naherungsweise Bestimmung der Menge an upredem Renin bzw. der
produzierten Renin-mRNA wurden an jedem Schnitt dRenin-positiven Stellen am
juxtaglomerularen Apparat und an den periglomeeanaBlutgefdssen ausgezahlt. Diese
Auszahlmethode beruht auf der Tatsache, dass dinieduktion bei einer Stimulation des
Systems entlang der afferenten Arteriole ausgetveiied. Diese Ausweitung der Renin-
produzierenden Abschnitte der afferenten Arterlaerespondiert gut mit der Menge an in der
Niere produziertem Renin und den Plasma-Renin-8mego kann von einer gré3eren Anzahl
von Renin-positiven Stellen pro 100 Glomerula iallirauf eine Stimulation des Renin-Systems
geschlossen werden. Die Farbintensitat des einzetefiularen Signals konnte hierbei nicht
bertcksichtigt werden, da das Signal fir Renin iterien Ruhezustand des Systems relativ
kraftig ausgepragt ist. Deswegen ist es moglichssdayeringfiigige Anderungen im
Aktivitatszustand des Systems mit dieser Methodhtrerfasst worden sind {82}.
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Fur die Bestimmung der Diaphoraseaktivitdt wurde @inzahl der Stickstoff-Monoxyd-
Synthase (Isoform Il) positiven Zellen pro Schatisgezahlt. Hierbei wurde angenommen, dass
im Ruhezustand des Systems nicht alle Zellen decuMaDensa ein Signal oberhalb der
Nachweisgrenze fur Stickstoff-Monoxyd-Synthase fdsm II) besitzen. Im Falle einer
Stimulierung des Systems werden diese zuvor negatiZellen durch eine erhdhte
Enzymaktivitat im Sinne der Nachweisreaktion pesigo konnte davon ausgegangen werden,
dass eine erhdhte Anzahl von positiven Zellen priongt auch einen erhéhten Aktivitatszustand
des Systems wiederspiegelt. Da an verschiedenespémes bereits gezeigt werden konnte,
dass es sich bei der Diaphoraseaktivitdt in dehededer Macula Densa um die Stickstoff-
Monoxyd-Synthase (Isoform 1) handelt, wurde einedArung der Diaphoraseaktivitat in der
Macula Densa der Isoform Il der Stickstoff-MonoxSginthase zugeschrieben. {62, 82, 257}.
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