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1 Abklrzungsverzeichnis

AKIN
Ang Il
ANV
APS
ATP
bp
BSA
cGMP
DAG
DMEM
EDTA
F-12

g

GFR
GTP
HEK-Zellen
Hsp27

Acute Kidney Injury Network

Angiotensin I

akutes Nierenversagen

Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

Basenpaare

Bovines Serumalbumin

zyklisches Guanosinmonophosphat
Diacylglycerol

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Ethylendiamintetraacetat

Ham’s F-12 Medium

Erdbeschleunigung (1 g = 9,80665 m/s?)
glomerulare Filtrationsrate
Guanosintriphosphat

humane embryonale Nierenzellen
Hitzeschockprotein, Molekulargewicht 27 kDa
Inositol-1,4,5-trisphosphat

Kilodalton

Molar, entspricht mol/l
mitogen-aktivierte-Proteinkinase
MAPK-aktivierte-Proteinkinase 2

leichte Myosinkette, Molekulargewicht 20 kDa
Myosin-leichte-Ketten-Kinase
Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase
messenger Ribonukleinséure

Myosin phosphatase targeting protein, Untereinheit der MLCP
Noradrenalin
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Stickstoffmonoxid-Synthase

Phosphat-gepufferte Salzlésung
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PCR
PKC
PKG
PLC
P-Hsp27
P-MK-2

P-MLCo
P-MYPT
P-p38
PSS
RIFLE

RNA

ROK

ROS

SDS
SDS-PAGE
TBE

TBS-T
TCA
TEMED
Tris

VSMC

Polymerase-Kettenreaktion

Proteinkinase C

Proteinkinase G

Phospholipase C

phosphorylierte Form des Hitzeschockproteins

phosphorylierte  Form  der  mitogen-aktivierte-Proteinkinase-
aktivierten-Proteinkinase 2

phosphorylierte Form der leichten Myosinkette

phosphorylierte Form des Myosin phosphatase targeting proteins
phosphorylierte Form von p38

physiologische Salzlésung

Risk, Injury, Failure, Loss, End-stage Kidney Disease (Stufen des
akuten Nierenversagens)

Ribonukleinsaure

Rho Kinase

reaktive Sauerstoffspezies

Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Puffer aus Tris, Borsédure und EDTA

Tris-gepufferte Salzlésung mit Tween 20

Trichloressigsaure

Tetramethylethylendiamin

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

glatte Muskelzellen von Gefal3en (vascular smooth muscle cells)
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2 Zusammenfassung
2.1 Abstrakt

Ziel: Hypoxie mit Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) sowie Aktivierung des
sympathoadrenergen Systems sind wichtige Komponenten der Pathogenese des
akuten Nierenversagens. Wir priften die Hypothese, dass akute Hypoxie/Reoxy-
genierung mit Bildung von ROS die Antwort glatter Gefal3muskelzellen von afferenten
Arteriolen (AA) auf Angiotensin Il (Ang Il) erhdht und dass dies eine Aktivierung der p38
MAPK und MYPT1 sowie verstarkte Phosphorylierung der MLC einschliel3t.

Methodik: Die kontraktile Funktion isolierter, perfundierter AA von C57BL/6 Mausen
wurde unter isotonischen Bedingungen untersucht. Zur Erzeugung einer Hypoxie
wurden die GefaBe 60 Minuten mit 95% N, und 5% CO; begast. Die
Reoxygenierungszeit (Begasung mit Carbogen) betrug 10 Minuten. Das ROS-Protokoll
bestand aus 10 Minuten Perfusion mit H,O, (10 mol/l) bzw. DMEM/F-12 als Kontrolle.
In beiden Protokollen schlossen sich Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur Ang Il an. Die
Expression der p38 MAPK, MLC3, und MYPT1 bzw. deren Phosphorylierung wurden in
praglomerularen Arteriolen von C57BL/6 Mausen nach Behandlung mit Hypoxie bzw.

Carbogen, auch in Kombination mit Noradrenalin (NA, 10°° mol/l), untersucht.

Ergebnisse: Hypoxie/Reoxygenierung erhéhte die Ang lI-Sensitivitat, NA wahrend
Hypoxie oder wahrend Kontrollbedingungen verstarkte die maximale Konstriktion. H,O,
verstarkte ebenfalls die GefaRantwort auf Ang Il (10”" - 10°® mol/l). Phosphorylierung der
MLCo war nur nach Behandlung mit NA unter Kontrollbedingungen erhdht. Behandlung
mit H,O, verringerte sie im Vergleich zur Kontrolle. Die Phosphorylierung von p38

MAPK oder MYPT1 wurde durch keine der Bedingungen beeinflusst.

Schlussfolgerung: Hypoxie/Reoxygenierung, NA in niedriger Konzentration und H,O,
verstarken die Ang ll-Antwort von AA. Die erhohte Gefaldreaktivitat kann fur die
Minderperfusion der Niere bei Hypoxie/Reoxygenierung bzw. Ischdmie/Reperfusion
verantwortlich sein. P38 MAPK und MYPT1 sind an der Vermittlung der Effekte

moglicherweise nicht beteiligt.
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2.2 Abstract

Aim: Hypoxia and generation of reactive oxygen species (ROS), as well as activation of
the sympatho-adrenergic system are involved in the pathogenesis of acute kidney
injury. We tested the hypothesis that acute hypoxia and ROS aggravate the response of
vascular smooth muscle cells (VSMC) in afferent arterioles (AA) to angiotensin Il
(Ang Il) and that this is accomplished by activating p38 MAPK, MYPT1 and increased
phosphorylation of the MLC.

Methods: Isolated, perfused AA were investigated under isotonic conditions in C57BL/6
mice. Hypoxia was induced by bubbling the solution with 95 % N, and 5% CO for
60 min. Vessels were re-oxygenated by application of 95 % O, and 5 % CO, (carbogen)
for 10 min. The ROS protocol consisted of 10 min perfusion with H,O, (10 mol/l) or
DMEM/F-12 (control). Both protocols were followed by concentration-response curves
for Ang Il (10™? - 10° mol/l). The phosphorylation of p38 MAPK, MYPT1, and MLCxo
was examined in preglomerular vessels after treatment with hypoxia/re-oxygenation or

carbogen, respectively, also in combination with norepinephrine (NE, 10° mol/l).

Results: Hypoxia/re-oxygenation increased the Ang Il sensitivity. NE application during
control conditions and also during hypoxia increased the maximum constriction of AA to
Ang IIl. H,O, also enhanced the vascular response to Angll in the range of 107 -
10® mol/l. Phosphorylation of MLC,, was only enhanced after NE treatment under
control conditions. Treatment with H,O, decreased it. The phosphorylation of p38

MAPK and MYPT1 was not influenced by any of the manipulations.

Conclusion: Hypoxia/re-oxygenation, H,O, and NE increase the response of AA to
Ang Il. The enhanced vasoreactivity of AA may contribute to the reduced renal
perfusion after hypoxia/re-oxygenation and ischemia/re-perfusion injury, respectively. It
seems the p38 MAPK and MYPT1 are not involved in the mediation of the effect.
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3 Einleitung

3.1 Akutes Nierenversagen

Das akute Nierenversagen (ANV) ist eine wichtige Erkrankung, der verschiedene
pathophysiologische Vorgange zugrunde liegen. Der klinische Ausgang héangt dabei von
der zugrunde liegenden Erkrankung, Ausmafl und Dauer der Nierenfunktions-
einschrankung sowie vom Ausgangszustand des Patienten ab (1). Bellomo et. al. haben
im Jahr 2004 eine erste allgemeingultige Einteilung des ANV in funf Stufen entwickelt:
Risk, Injury, Failure, Loss und End-stage Kidney Disease, kurz RIFLE (2). Die Stadien
R-F sind gekennzeichnet durch Veranderungen des Serumkreatinins und der
Urinausscheidung, wohingegen L und E durch die Dauer des Nierenfunktionsverlusts
definiert werden. Das Acute Kidney Injury Network (AKIN) hat diese Einteilung 2007
modifiziert und auf drei Stadien beschrénkt, die mit den RIFLE-Stadien R-F korrelieren
(3) (Abb. 1).

RIFLE criteria AKIN criteria
sCreatinine  Urine output sCreatinine  Urine output
criteria criteria
: < 0.5 mlkg t sCreax 1.5
Risk ™ S ecreaiets e hxBh Stage or <0.5 mlkg
2 1 t>083mg/dlin perhx6h
Injury tsCreax2 <05mlkg |5 sCrSa/n
perhx12h | §
tsCreax3 <03mlkg |o Stgge tsCreax2 < 0"5] m':‘égh
or perhx24h |& ReET)
Failure = 0.5 mg/di if or tsCreax3 <0.3mlkg
baseline sCrea  anuria 83 Stage or _per hx24h
t>40mgdl  x12h g 1205 mgadiif or

baseline sCrea anuria
> 4.0 mg/dl x12h

Patients who receive RRT are
considered to have met stage 3
criteria, irrespective of the stage

they are in at the time of RRT

Complete loss of

Loss :
renal function > 4 weeks

Q
£
Q
£
=
o

End-stage End-stage renal disease

Abbildung 1: Stadieneinteilung des akuten Nierenversagens anhand der RIFLE- und AKIN—Kriterien (1).

sCrea = Serumkreatinin. RRT = Nierenersatztherapie.

Die Zahlen zu Inzidenz und Mortalitat des ANV divergieren sehr stark. So wurden
Inzidenzraten von 1,9 % (4) bis 7,2 % (5) aller hospitalisierter Patienten und 2,2 % (6)
bis 36,1 % (7) aller Patienten auf Intensivstationen berichtet. Der Anteil an Patienten mit
ANV, die eine Nierenersatztherapie bendtigten, reichte von 7,5 % (4) bis 80 % (8). Die
Gesamtmortalitat lag zwischen 21,3 % (4) und 60,3 % (8).
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Atiologisch wird das ANV danach eingeteilt, ob die Ursache den Nieren vor- bzw.
nachgelagert oder in den Nieren selbst begriindet ist. Eine Ubersicht moglicher

Ursachen ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Mogliche Ursachen des akuten Nierenversagens nach Entstehungsort (1,4,9-11).

Préarenal Renal Postrenal

* Herzversagen * ischamisch, z. B. bei hamo-  « Verlegung der ableitenden
* Leberdysfunktion, lytisch-urdmischem Syndrom  Harnwege, z. B. durch Retro-
hepatorenales Syndrom * toxisch, z. B. durch peritonealfibrose, Ureter-

* Hypovolamie z. B. bei Kontrastmittel steine, Prostatahyperplasie

septischem Schock, Diarrhoe, < Sepsis
Fieber, Diuretikaliber- « chronische

dosierung Nierenerkrankung

Klinisch auf3ert sich das ANV durch das Unvermdgen der Nieren, stickstoffhaltige
Abfallprodukte auszuscheiden und den Flussigkeits- und Elektrolythaushalt aufrecht-
zuerhalten. Das Risiko, ein ANV zu entwickeln, kann u. a. durch die Einnahme nicht-
steroidaler Antirheumatika, Diabetes mellitus und vorbestehende Niereninsuffizienz
erhoht werden (9). Ursachen und auch Risikofaktoren des ANV sind weitestgehend
bekannt. Damit kbnnen medizinische MalRnahmen zur Pravention gezielt durchgefihrt
werden. Ein wesentliches Problem ist nicht gel6st: Eine spezifische Behandlung des
ANV ist noch nicht mdglich, da die Pathogenese nicht umfassend bekannt ist (1). Die
bisherigen Erkenntnisse zur Rolle von Hypoxie, vaskularen Faktoren und oxidativem
Stress bei der Pathogenese des ANV sollen an dieser Stelle kurz erlautert werden.

3.2 Pathophysiologie des akuten Nierenversagens
3.2.1 Bedeutung von Ischamie / Hypoxie

Auf zellularer Ebene bedeutet Hypoxie eine verminderte Sauerstoffverfliigbarkeit
aufgrund ungentigender konvektiver Sauerstoffzufuhr aus der Mikrozirkulation (12).
Isch&mie dagegen bezieht sich auf eine funktionell oder obstruktiv bedingte, reduzierte
Blutzufuhr zu einem Gewebe (13). Ischamische Hypoxie bedeutet also eine
unzureichende Sauerstoffversorgung eines Gewebes aufgrund einer mangelhaften

Blutversorgung (14). Da insbesondere der Sauerstoffpartialdruck im Nierenmark schon

10
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unter physiologischen Bedingungen sehr niedrig ist, besteht fur diesen Bereich der
Niere eine erhebliche Vulnerabilitat gegenuber Hypoxie und Ischamie (12,15). Die
Konsequenz kann Organversagen durch Hypoxie sein (16). Ein ischamischer Schaden
kann, statt in der gesamten Niere, auch nur in bestimmten mikrovaskularen Domanen

lokalisiert sein (17).

Das Nierenmark und die kortikomedullare Ubergangszone reagieren besonders
sensibel auf eine Reduktion der Sauerstoffzufuhr. In dieser Region bestehen aufgrund
der Mikrozirkulationsarchitektur Sauerstoffshunts zwischen den ab- und aufsteigenden
Vasa recta (Abb. 2) (18,19). Gleichzeitig erfordern der tubulare Stoffaustausch (20) und
die aerobe Glykolyse (21) einen hohen Sauerstoffbedarf (15). Veranderungen der
intrarenalen Mikrozirkulation (22) und des Sauerstoffgleichgewichts (23,24) bilden daher
wahrscheinlich die Hauptursache des ischamischen akuten Nierenversagens. Der
Gegenstromaustausch von Sauerstoff wurde ebenfalls in den praglomeruléren Gefal3en
nachgewiesen und findet wahrscheinlich in den Interlobulararterien statt (25). Stérungen
des glomerularen Blutflusses kénnen die peritubuléare Perfusion im Mark beeinflussen
(26), da fast alle absteigenden Vasa recta den efferenten Arteriolen entspringen (19).

Cortex

Inner
medulla

Henle

Abbildung 2: Aufbau eines Nephrons (A) mit Gegenstromstoffaustausch (B) zwischen den absteigenden

und aufsteigenden Schenkeln der Henle-Schleife (27).

11
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Schaden des GefalRendothels zahlen ebenfalls zu den Faktoren, die zu einer
reduzierten Sauerstoffversorgung fuhren konnen. Das ,no reflow“-Ph&nomen resultiert
aus Endothelzellschaden mit erhdéhter Endothelpermeabilitat und Entwicklung eines
interstitiellen Odems, sowie einem Ungleichgewicht zwischen vasodilatorischen und
vasokonstriktorischen Mediatoren (12). Es kann nach dem ischamischen Ereignis zu
strukturellen Schaden des Endothels und der glatten GefalBmuskelzellen (VSMC)
kommen (28). In einem in vivo Rattenmodell wurde innerhalb von 24 Stunden nach
einer akuten Ischdmie ein hochgradiger Verlust von Adhéasionsverbindungen
beobachtet (29). Dies fuihrt zu parazellularer Permeabilitdt und Austritt von Flussigkeit
aus dem Gefalibett in das umliegende Gewebe. Endothelzellschwellung beeintrachtigt
die Perfusion zusatzlich durch Verminderung des GefalRlumens und Kompression der
Kapillaren (12).

Eine wichtige Rolle beim ischdmischen akuten Nierenversagen spielen auch die
Epithelzellen des Tubulussystems. Ist die Perfusion der Niere reduziert, sind die
Epithelzellen nicht mehr in der Lage, ausreichend Adenosintriphosphat (ATP) zu bilden.
Der Verlust von ATP kann die Zellen beschadigen und zum Zelltod durch Apoptose
oder Nekrose fuhren. Am meisten betroffen sind die Epithelzellen des proximalen
Tubulus und des dicken aufsteigenden Schenkels der Henle-Schleife. Durch den
ischAmiebedingten ATP-Verlust kommt es zu Stérungen des Aktin-Zytoskeletts mit
Unterbrechungen der tight junctions sowie von Adh&sionsmolekilen und Zell-Zell-
Kontakten. Die Epithelzellen des proximalen Tubulus verlieren ihren apikalen
Birstensaum und die Mikrovilli 16sen sich von der apikalen Zelloberflache ab. Diese
Veranderungen fiuhren dazu, dass die Epithelzellen abflachen und ihre Polaritat
verlieren (17). Der ATP-Verlust fuhrt aul3erdem dazu, dass sich die B-Integrine von der
Basalmembran an die apikale Membran verlagern und sich die Tubuluszellen von der
Basalmembran ablésen. Dies kann zu fokalen Dilatationen des proximalen
Tubuluslumen und Exposition der Basalmembran fiihren (30,31). Nach einer akuten
Ischamie wurde im AuRenstreifen des &aufRReren Nierenmarks eine ausgepréagte
Perfusionsminderung beobachtet, die auch nach dem Ischamieereignis fortbesteht.
Nekrosen, die im Gegensatz zu Apoptosen selten in der Niere vorkommen, sind

beschrankt auf diese hoch sensible Region des auf3eren Marks (17).

Die ischamiebedingte Dysfunktion und Polaritatsverdnderung der Epithelzellen des

proximalen Tubulus fihrt zur Verlagerung der basolateralen Na'/K*-ATPase an die

12
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apikale Membran. Dadurch kommt es zu einem bidirektionalen Natrium- und
Wassertransport, was dazu fuhrt, dass zellulares Natrium in das Tubuluslumen zurtick-
befordert wird. Auf diese Weise entkoppeln ischamische Konditionen ATP-Verbrauch
und effektiven transzellularen Natriumtransport voneinander. Eine hohe Natrium-
konzentration im Filtrat fihrt im distalen Tubulus Gber Stimulation der Macula densa und
Aktivierung des tubuloglomerularen Feedbacks zur Kontraktion afferenter Arteriolen.

Die Folge ist eine Reduktion der glomerularen Filtrationsrate (GFR) (17,27).

3.2.2 Renale Vaskularisation und Perfusion

Die renale Mikrovaskulatur besteht aus einem Netzwerk von Arteriolen, Kapillaren und
Venolen mit einem Durchmesser von weniger als 150 um (32). Die tonische Modulation
der afferenten und efferenten Arteriolen und der absteigenden Vasa recta reguliert die
renale Sauerstoffzufuhr und den medullaren Blutfluss (12). Die Nierenrinde ist
besonders gut durchblutet. Das Nierenmark erhalt unter physiologischen Bedingungen
einen deutlich geringeren Anteil des renalen Blutflusses (32,33). Der niedrige Blutfluss
der den juxtamedullaren Glomeruli entspringenden Vasa recta sowie die arteriovendsen
Sauerstoffshunts zwischen den ab- und aufsteigenden Vasa recta begrinden den
niedrigen Sauerstoffpartialdruck des Nierenmarks. Er liegt bei ca. 20 mmHg, wahrend
der Partialdruck in der Rinde ca. 70 mmHg betragt (34-36). Ist die kortikale Perfusion
stark reduziert, kann dies zur Unterbrechung des medullaren Blutflusses fuihren. Eine
adaquate Gewebeoxygenierung hangt daher teilweise von der Aufrechterhaltung der
medullaren Perfusion durch eine adaquate kortikale Perfusion ab (12). Interessanter-
weise ist eine schwere, langer anhaltende Hypoperfusion nicht zwangslaufig mit einem
dauerhaften Verlust der Nierenfunktion verbunden. In einer Studie wurde gezeigt, dass
nach einer zweistiindigen Reduktion des renalen Blutflusses um 80 % die Nieren-
funktion innerhalb von acht Stunden ohne den Nachweis einer tubuldren Nekrose auf

normale Werte zurtickkehrte (37).

Nach ischamischem Nierenversagen kommt es zu einer Reduktion der mikrovaskularen
Dichte: Ratten zeigten 40 Wochen bzw. 7 Tage nach dem Ereignis eine Abnahme um
ca. 30-50 % in Rinde und &ufRerem Mark (38,39). Dies deutet darauf hin, dass die
renalen Gefal3e keine vollstdandige Regenerationskapazitat haben. Infolge verminderter
Vaskularisierung werden Ischamie und Hypoxie begunstigt. Natrium-regulierende

Reaktionen werden beeintrachtigt. Die Niere wird insgesamt fur die Entwicklung einer

13
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chronischen Nierenerkrankung oder arterieller Hypertonie préadisponiert (40). Sowohl in
Tieren als auch in Menschen wurden vaskuldre Schaden und eine Unterbrechung des
Blutflusses in peritubularen und glomerularen Kapillaren nach ischamischem akuten
Nierenversagen beobachtet (41). In der postischamischen Niere ist vor allem der

Blutfluss in den medullaren Kapillaren vermindert (42).

Ein verminderter renaler Perfusionsdruck aufgrund eines gestiegenen renalen
Venendrucks ist ein unabhéngiger Risikofaktor fur die Entstehung eines akuten
Nierenversagens bei Sepsis (43,44). Dadurch kann es zu einer frihen Reduktion der
kortikalen Mikrozirkulation kommen. In der Folge nehmen der renale GefalRwiderstand

signifikant zu und der renale Blutfluss ab (44).

3.2.3 Endothel und Hypoxie

Das Gefal3endothel unterliegt deutlichen Veranderungen nach einer akuten Hypoxie. Es
kommt unter anderem zum phéanotypischen Ubergang von Endothel zu Mesenchym
oder Fibroblasten. Diese endothelial-mesenchymale Transition kénnte eine Erklarung
fur den Verlust renaler Mikrogefal3e und das Auftreten tubulointerstitieller Fibroblasten
sein. Solche Veranderungen wurden in einem Zeitraum von 6 Stunden bis 7 Tage nach
akuter Ischamie nachgewiesen (39). Bei der Entstehung von hypoxischen Endothel-
schaden spielen inflammatorische Komponenten eine Rolle. Durch die gestérte
Barrierefunktion wird die Permeabilitat erhoht, auf3erdem die vaskulare Reaktivitat auf
Vasokonstriktoren erhoht (12).

Die endotheliale Dysfunktion wird als eine verminderte Vasorelaxation in Antwort auf
Endothel-abhangige Vasodilatoren, wie zum Beispiel Acetylcholin, definiert. Diese
Stérung ist an der postischAmischen Vasokonstriktion beteiligt (45). Vermutlich ist
Stickstoffmonoxid (NO)-Mangel zu einem grof3en Teil daran beteiligt (46). Es entsteht
ein Ungleichgewicht zwischen Vasokonstriktoren, dilatorischen Faktoren, insbesondere
NO, und oxidativem Stress (12).

Studien zeigen, wie wichtig der Erhalt der Endothelfunktion fir die Regeneration nach
ANV ist. Die Infusion humaner Umbilikalvenen-Endothelzellen in die geschadigte Niere
nach der Aufhebung der Ischamie schutzte vor Funktionsverlust. Die NO-Produktion der
applizierten Endothelzellen war hier der entscheidende Mechanismus fir die

Verbesserung der Nierenfunktion (47). In der Niere kommen alle drei Isoformen der
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Stickstoffmonoxid-Synthase (NO-Synthase (NOS)) vor: die endotheliale NOS (eNOS) in
den GefalRendothelien inklusive der Glomeruli, die induzierbare NOS (iNOS) in den
glatten Gefallmuskelzellen und Tubuluszellen und die neuronale NOS (nNOS) in Zellen
der Macula densa (12,48).

NO wird als Antwort auf einen reduzierten Sauerstoffpartialdruck oder durch medullare
Vasokonstriktion nach z. B. Indometazin- oder Kontrastmittelgabe produziert und
antagonisiert Angiotensin ll-induzierte Konstriktionen (12,49). Die eNOS kann durch
erhohten Perfusionsdruck und Scherstress stimuliert werden, reguliert via Reduktion
des renalen GefalRwiderstandes den basalen Blutfluss in Cortex und Medulla und erhélt
damit die renale Sauerstoffzufuhr aufrecht (50-52). Funktionsverlust oder verminderte
Expression der eNOS fihrt zu reduzierter kortikaler und medullarer Durchblutung und
Oxygenierung (53). In eNOS-defizienten Mausen zeigte sich die Endothel-abhéngige,
Acetylcholin-induzierte Relaxation deutlich abgeschwacht. Applikation von Nitroprussid-
Natrium bewirkte dagegen eine ebenso starke Relaxation wie in Wildtyp-Mausen.
Gleichzeitig war der systolische Blutdruck in eNOS-defizienten Mausen signifikant
erhoht (54). Die Expression der iNOS wird in Mausen mit Endothelin-1 (ET-1)-
Uberexpression hochreguliert und stellt auf diese Weise vermutlich wieder ein
Gleichgewicht zwischen ET-1 und NO her. Der Blutdruck ist in diesen Tieren nicht
verandert (55). Eine Hemmung der iINOS ist andererseits ein wirksamer Schutz vor
renaler Hypoxie. Sie wird bei Ischdmie vor allem in VSMC aktiviert (56). Die nNOS
scheint bei der Desensibilisierung des tubuloglomerularen Feedbacks relevant zu sein.
Die auf diese Weise vermehrte Flussigkeitsausscheidung kann in der Folge zur
Blutdrucksenkung fiihren (49,57).

3.2.4 Vasokonstriktoren

Zu den Substanzen, die einen konstringierenden Effekt auf Nierengefal3e haben
kénnen, zahlen u. a. ET-1, Adenosin (Ado), Angiotensin Il (Ang Il) und Noradrenalin
(NA).

ET-1 bewirkt Uber eine starkere Konstriktion der afferenten Nierenarteriolen eine GFR-
Absenkung und eine Erhohung des renalen GefalRwiderstands (58). Die Rezeptoren fur
ET-1, der ETa- und ETg-Rezeptor, werden in den VSMC exprimiert, der ETg-Rezeptor
zusatzlich auch im Endothel praglomerularer Gefal3e (59). Applikation von ET-1 erzeugt
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dosisabhangige Konstriktionen, die in afferenten Arteriolen nur durch den ETa-Rezeptor
vermittelt werden. In den efferenten Arteriolen ist die ET-1-Wirkung insgesamt
schwacher und von beiden Rezeptoren abhéngig. Diese verminderte Konstriktion kann
durch die dilatierende ET-1-Wirkung via den endothelialen ETg-Rezeptor erklart
werden. Dieser setzt NO frei und hat bei niedrigen ET-1-Konzentrationen eine hdhere
Affinitdt zu ET-1 als die glattmuskularen Rezeptoren. Es ist moglich, dass der ETg-
Rezeptor in den afferenten Arteriolen keine Funktion hat bzw. sich die
vasokonstringierenden und vasodilatorischen Effekte der glattmuskuldren und
endothelialen Rezeptoren gegeneinander aufheben. In den afferenten Arteriolen ist eine
starkere Antwort auf ET-1 festzustellen (60). Daher kann eine Blockade des dort
wirkenden ETa-Rezeptors einen beeintrachtigten renalen Blutfluss deutlich verbessern
(61).

Unter ischamischen und hypoxischen Bedingungen steigt die Ado-Konzentration im
perivaskularen Gewebe um das 4- bis 5-fache (62,63). Ado bewirkt an afferenten
Arteriolen eine Resensitivierung des kontraktilen Apparats fiir Ang Il. Dieser Effekt wird
weder Uber seine Rezeptoren A;AR, A2AR oder AzAR noch Uber die purinergen P1- und
P2-Rezeptoren vermittelt (62,64,65). Ado interagiert mit Ang Il bei der Regulation des
GefalRwiderstandes und damit der Nierenperfusion. Der Ado-Einfluss auf die Ang II-
Sensitivitat der GefaRe wurde durch Blockade des bidirektionalen Adenosin-
Transporters verhindert. Dies erklart den Mechanismus der Ado-Wirkung nach
Ausschluss von Ado- und ATP-Rezeptoren: Ado fallt vermehrt im Interstitium an, muss
aber in die VSMC gelangen, um wirksam sein zu kdnnen. Die Resensitivierung des
kontraktilen Apparats durch Erhdhung der Ca®*-Sensitivitat ist vermutlich abhangig von
der Proteinkinase C (PKC) und dem Rho Kinase (ROK)-Signalweg. Ado flihrt durch
Ca?"-Sensibilisierung des Myosins zur vermehrten Phosphorylierung der leichten Kette
des Myosins (MLCy) in praglomerulédren Arteriolen. Die Erhéhung der Ca®*-Sensitivitat
wird gleichzeitig gefordert durch Hemmung der Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase
(MLCP) durch das PKC-Substrat CPI-17 (65). Die Wirkung von Ado auf die
Resensitivierung der glatten Gefalimuskulatur ist dementsprechend in einer nicht

Rezeptor-vermittelten, erhéhten Ca?*-Sensitivitat begriindet.

Ang Il bestimmt den Tonus der renalen Gefal3e. Seine Wirkung wird v. a. tUber den
Ang Il Typ 1-(ATy)-, geringfugiger auch tUber den Typ 2-(AT,)-Rezeptor vermittelt. Der
ATi-Rezeptor bewirkt eine Konstriktion der renalen Widerstandsgefal3e (66) und
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Dilatation der medullaren GefaRe (67). Angll kann Uber diesen Rezeptor auch zur
Freisetzung von NO aus der in der Macula densa lokalisierten nNOS fuihren, denn Uber
Vasokonstriktion, Volumenretention und Blutdrucksteigerung sensibilisiert es das
tubuloglomerulare Feedback (49,68). Die Ang ll-Aktivitat ist bei Ischamie erhoht. Dies
fuhrt zur Konstriktion afferenter Arteriolen und somit zur Absenkung der GFR, der
Filtrationsfraktion und des renalen Plasmaflusses (69). Dauerhafte Stimulation der
Gefalle mit Ang Il bedingt aber wie bereits erwahnt eine Desensibilisierung des
kontraktilen Apparats. Dies resultiert vermutlich aus Phosphorylierung und Endozytose
der ATi;-Rezeptoren mit somit reduzierter Ca?*-Mobilisierung (70). Vor allem bei
niedrigen Ang llI-Konzentrationen wird die kontraktile Antwort nach Vorbehandlung mit
Ado deutlich verstarkt. Im Bereich von 10™° bis 10® M Ang Il wurde ein ausgepragter
Anstieg der zytosolischen Ca?*-Konzentration beobachtet (64). Konzentrationen
niedriger als 10™° M Ang Il bewirkten keine Konstriktion, bei 10® M Ang Il wurde bereits
das Konstriktionsmaximum nachgewiesen (71). Der AT;-Rezeptor aktiviert nach Ang II-
Bindung heterotrimere G-Proteine, die den Rezeptor mit der Stimulation der Phospho-
lipase C und D und Hemmung der Adenylylcyclase verbinden (72). Dies fluhrt zur
Aktivierung von Serin/Threonin-Kinasen, wie z. B. der mitogen-aktivierten Proteinkinase
(MAPK) p38. Uber diesen Signalweg fiihrt eine Applikation von Ang Il zur 17-fachen
Aktivitdat des p38 MAPK-Substrats MAPK-aktivierte-Proteinkinase 2 (MK-2) und zur
signifikanten Phosphorylierungssteigerung des MK-2-Substrats Hitzeschockprotein-27
(Hsp27) in aortalen VMSC. Diese Effekte wurden durch einen p38 MAPK-Hemmer
vollstandig unterdrtickt (73).

NA und Ang Il interagieren bei der Kontrolle des Nierengefal3tonus. So wurde gezeigt,
dass Unterbrechung des Sympathikus die Ang lI-Effekte auf den renalen Blutfluss
verminderte (74). In AT;-Rezeptor-defizienten Mausen war die Wirkung von NA deutlich
reduziert (75). An NA-Effekten sind a;- und aj-adrenerge Rezeptoren beteiligt. Die
Konstriktion afferenter Arteriolen wird jedoch hauptsachlich Uber den a;-Rezeptor
vermittelt. NA-Einfluss filhrt bei Ang lI-Konzentration ab 10™ M zur Konstriktion, was
ohne NA erst ab 10°M Ang |l gezeigt werden konnte. Neben einem Anstieg der
intrazellularen Ca®*-Konzentration bewirkt NA die Phosphorylierung der p38 MAPK und
steigert dariiber die Ca?'-Sensitivitat. Eine Vorbehandlung der GefaRe mit NA
verstarkte die Ang ll-induzierte Vasokonstriktion. Auf diese Weise kodnnen

physiologische Ang llI-Konzentrationen die renale Perfusion beeinflussen (71). In einer
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anderen Studie konnte durch direkte NA-Injektion in die Nierenarterie von Ratten ein
ischamisches akutes Nierenversagen ausgelost werden (76). Afferente Nierennerven
werden durch eine 45-minltige Ischamie aktiviert und bewirken eine reflektorische
Aktivierung des efferenten renalen Sympathikus. Eine vorherige renale Denervierung
konnte sowohl den Anstieg von Noradrenalin als auch von Kreatinin signifikant
unterdriicken. Hypoxie und Noradrenalin tragen gemeinsam durch eine anhaltende

Ischamie zur Aufrechterhaltung des akuten Nierenversagens bei (77).

3.2.5 p38 MAPK

Das Protein p38 MAPK spielt eine wichtige Rolle bei verschiedenen zur Kontraktion
glatter Muskelzellen fiihrenden Signalwegen. Sowohl ein p38 MAPK-Inhibitor als auch
ein Knock-out der MK-2 verhinderte die Ado-vermittelte Resensitivierung in afferenten
Arteriolen auf Angll. Dies deutet darauf hin, dass Ado den p38/MK-2-Signalweg
stimuliert (62,64). Hemmung der p38 MAPK hatte dagegen keinen wesentlichen
Einfluss auf den basalen Gefal3tonus oder Ang ll-stimulierte Kontraktionen von
Interlobararterien (65). Ang Il kann Uber den AT;-Rezeptor die p38 MAPK aktivieren.
Eine maximale Antwort wurde bereits nach 5 Minuten beobachtet, innerhalb von 15
Minuten ging die p38 MAPK-Aktivitat jedoch wieder auf Ruheniveau zurick (73,78).
Applikation eines intrazellularen Ca®*-Chelators potenzierte die basale und die Ang II-
stimulierte Aktivitat von p38 MAPK und verhinderte dessen schnelle Inaktivierung in
Ang ll-stimulierten Zellen. Dies deutet auf eine negative Regulierung von p38 MAPK
durch eine Ca*-abhangige Phosphatase hin. Inkubation von VSMC mit Antioxidantien
schwachte die Ang ll-abhangige p38 MAPK-Aktivierung ab (73). Zugabe von H,0,
stimulierte p38 MAPK dagegen deutlich, steigerte dessen Aktivitat um das 6fache nach
15 Minuten und fuhrte zur Vasokonstriktion (73,79).

Die p38 MAPK kann auch durch verschiedene weitere Agonisten und ihre spezifischen
Rezeptoren stimuliert werden. NA bewirkt eine Phosphorylierung und somit Aktivierung
von p38 MAPK Uber Kontrollniveau (73). Ebenso ist p38 MAPK an der ET-1-induzierten
Konstriktion beteiligt (80). Eine durch einen aj-adrenergen Agonisten stimulierte
Konstriktion wurde von einem p38 MAPK-Inhibitor jedoch nicht beeinflusst (73).
Weiterhin wurde in Ado-behandelten Arterien eine verminderte p38 MAPK-

Phosphorylierung festgestellt, wenn diese vorher ET-1 oder NA ausgesetzt waren.
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Demzufolge gibt es vermutlich unterschiedliche intrazellulare Signalwege fir die ET-1-
und NA-induzierte Aktivierung von p38 MAPK im Vergleich zu Ado und Ang Il (64).

3.2.6 Wirkung reaktiver Sauerstoffspezies

Der Begriff ,reaktive Sauerstoffspezies (ROS)“ umfasst freie Radikale und reaktive
Molekiile, die Sauerstoff enthalten. Zu diesen zahlen u. a. das Superoxid-Anion (O;"),
das Hydroxyl-Radikal (OH+) und Wasserstoffperoxid (H.O,) (81). H,O, ist das stabilste
Radikal und kann frei durch Zellmembranen diffundieren (82). Die genannten ROS
werden hauptsachlich im Rahmen der mitochondrialen Atmungskette produziert (83),
fallen aber auch bei Ischamie/Reperfusion durch Konversion des ATP-Degradierungs-
produkts Hypoxanthin (84) oder durch die von Ang Il aktivierte Nicotinamidadenin-
dinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase an (85,86). Das Superoxid-Radikal und seine
Reduktionsprodukte OHe und H;O, koénnen u. a. durch Peroxidation von
Membranlipiden Zellschaden verursachen (87). Um solche Schaden zu vermeiden,
bedarf es freier Radikalfanger. Einige wichtige Radikale und zugehorige Radikalfanger
sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Tabelle 2: Ubersicht einiger freier Radikalfanger des Superoxid-Anions (O,"), Hydroxyl-Radikals (OHs)
und von Wasserstoffperoxid (H,0,) (88,89).

Radikal 0," OHe H,O0,
Radikalfanger Superoxiddismutase Ascorbat, Mannitol, Katalase,
a-Tocopherol, Glutathionperoxidase
Dimethylthiourea

Im Laufe einer renalen Ischamie kann die Versorgung mit diesen endogenen
Radikalfangern erschopfen. Die durch freie Radikale bewirkten Zellschaden werden
noch verstarkt, wenn Gewebeperfusion und Sauerstoffzufuhr wiederhergestellt sind.
Applikation von Superoxiddismutase vor dem ischamischen Ereignis zeigte in Ratten
eine deutliche Verminderung des funktionellen Schadens. Zudem verdoppelte sich die
Inulin-Clearance und der renale Blutfluss wurde gesteigert. Der Schutz der
Nierenfunktion durch Dimethylthiourea und Allopurinol, welches die ROS-Produktion
durch Hemmung der Adeninnukleotiddegradierung verhindert, konnte durch einen

deutlich abgeschwachten Plasmakreatininanstieg abgebildet werden (88).
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Allein von der H,0, zu H,O umsetzenden Katalase ging kein wirksamer Schutz der
Nierenfunktion nach Ischdmie aus (88). Sowohl H,O, als auch NO aktivieren in VSMC
und Endothel direkt den p38 MAPK-Signalweg (90,91). Eine Behandlung von VSMC mit
H,O, fuhrte dosisabhangig zur Phosphorylierung der p38 MAPK und zeigte dabei nach
10 und 120 Minuten ein Maximum bei 10°M H,0,. Im zeitlichen Verlauf konnte ein
deutlicher Anstieg der p38 MAPK-Phosphorylierung mit 2,5*10% M H,0, schon nach
5 Minuten beobachtet werden. Sowohl extra- und intrazellulares Ca®* als auch
Calmodulin wiesen eine Schliisselrolle bei der Vermittlung der H,O,-Effekte auf: Ca*-
Chelatoren und ein Calmodulin-Inhibitor zeigten eine dosisabhangige Hemmung der
H.O,-induzierten p38 MAPK-Phosphorylierung. Inhibitoren der PKC, die ebenfalls zur
Aktivierung von p38 MAPK filhren kann, hatten dagegen keinen Einfluss (92). Das
Substrat von p38 MAPK, die MK-2, hat eine hemmende Wirkung auf die Katalase und
verstarkt auf diesem Weg die ROS-Produktion (86).

Studien konnten fiir H,O, im Bereich von 10° bis 10° M eine konzentrationsabhangige
vasokonstringierende Wirkung in Koronar- und Mesenterialarterien nachweisen (93,94).
Dieser Effekt war Endothel-unabhangig. Er ging mit Aktivierung von p38 MAPK und
NADPH-Oxidase-vermittelter Superoxid-Produktion einher. Es wurde auch beobachtet,
dass H,O, vasodilatorisch wirkt. Dies wurde fur Mesenterialarterien mit 1-50 uM H,0.
konzentrationsabhangig gezeigt und war unabhéngig von NOS, Cyclooxygenase und
Endothel (94). Eine Beteiligung von Ca?*-aktivierten, spannungsgesteuerten sowie
ATP-abhangigen K'-Kanalen bei der H,O,.induzierten Vasorelaxation von zerebralen
und Koronararterien wurde vorgeschlagen (95-97). Die beteiligten Signalwege sind

noch unklar.
3.3 Physiologie der Kontraktion glatter Muskelzellen

3.3.1 Calcium-abhéngiger Signhalweg

Der bislang am besten untersuchte Signalweg ist die Agonisten-induzierte,
Calcium/Calmodulin-vermittelte Phosphorylierung der MLCyo. Spezifische Agonisten wie
Noradrenalin oder Ang Il stimulieren andererseits G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(98) (Abb. 3, S. 21).
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Abbildung 3: Regulation der Kontraktion glatter Muskelzellen ((98), leicht modifiziert). IP; = Inositol-1,4,5-
trisphosphat. DG = Diacylglycerol. PKC = Proteinkinase C. MLC = leichte Myosinkette.

Dies fuhrt zur Stabilisierung des Rezeptors und zur Dissoziation des heterotrimeren G-
Proteins in die Untereinheiten Ga und GRy (99), die die Phospholipase C (PLC)
aktivieren. Die PLC hydrolysiert spezifisch das Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-
biphosphat und erzeugt die second messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG). IP3; bindet an Rezeptoren des sarkoplasmatischen Retikulums,
welches daraufhin Ca®" in das Zytosol freisetzt (100,101). Das freie Ca®* bindet an
Calmodulin, ein ubiquitares Ca?*-Bindungsprotein, das dadurch eine Konformations-
anderung erfahrt und Interaktionsstellen exponiert (101). Eines der Zielproteine des
Ca®*/Calmodulin-Komplexes ist die Myosin-leichte-Ketten-Kinase (MLCK), die durch
Calmodulin aktiviert wird und zur Phosphorylierung der MLC,o am Serl9 fihrt. Dadurch
wird die molekulare Interaktion von Myosin mit Aktin ermdglicht. Nach ATP-Freisetzung
durch die Myosin-ATPase wird der Querbriickenzyklus in Gang gesetzt und die
Muskelzelle kontrahiert (98,101).

3.3.2 Calcium-unabhéangiger Signalweg

Somlyo und Somlyo (102) stellten in einem Ubersichtsartikel Erkenntnisse zu

Signalwegen der Ca®*-Sensibilisierung und -Desensibilisierung dar. Das Verhaltnis der
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Aktivitaten von MLCK zu MLCP ist der hauptsachliche Bestimmungsfaktor der Ca**-
Sensitivitat von Myosin. Die wesentlichen Regulatoren der Ca?*-Sensitivitat sind die
MLCK und der RhoA/ROK-Signalweg. Unter physiologischen Bedingungen agieren

Ca®*-Freisetzung, -Einstrom und -Sensibilisierung gemeinsam.

RhoA ist eine monomere GTPase mit einem Molekulargewicht von 20 kDa. Sie wird
durch Agonisten wie Katecholamine, Endothelin und Angiotensin an der Zellmembran
nach Bindung von Guanosintriphosphat (GTP) aktiviert und aktiviert die Serin/Threonin-
Kinase ROK. Nach Bindung von GTP*RhoA durchlauft die ROK eine

Konformationsanderung mit anschlieRender Autophosphorylierung.

Der Hauptmechanismus der Ca?*-Sensitivierung liegt in der Hemmung der MLCP. Die
aktivierte ROK hemmt die MLCP durch Phosphorylierung der MYPT1 am Thr696. Wenn
diese Phosphorylierungsstelle konstitutiv phosphoryliert wird, kann die MYPT1
zusatzlich durch das ROK- und PKC-Substrat CPI-17 am Thr853 phosphoryliert
werden. Die PKC ist kein notwendiger Bestandteil des ROK-Signalweges. Die
Mechanismen beider Enzyme laufen zusammen und fihren gemeinsam zur Hemmung

der Dephosphorylierung der MLC.

Die Ca**-Desensibilisierung wird durch Agonisten wie ROK-Inhibitoren, CPI-17-
Inhibitoren und NO vermittelt. NO fiihrt Gber Stimulation der Produktion von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) zur Aktivierung der Proteinkinase G (PKG). Diese
hemmt den RhoA/ROK-Signalweg. Wie dies ablauft, ist bisher nicht umfassend geklart.
Moglicherweise dephosphoryliert die PKG den GTP+RhoA-Komplex oder verhindert die
Bindung von RhoA an die ROK. Diese RhoA/ROK-Inhibierung stellt den wichtigsten

Mechanismus der Desensibilisierung durch cGMP dar.

3.3.2.1 Proteinkinase C-vermittelte Kontraktion

Die PKC ist eine Serin/Threonin-Kinase, deren Subklassen der neuen (nPKC) und der
atypischen (aPKC) PKCs keine Ca?'-Bindungsstelle enthalten und somit Ca®-
unabhangig sind (103). Exzitatorische Agonisten fihren wie unter 3.3.1. ausgefuhrt zur
Freisetzung von DAG (Abb. 3, S. 21), welches die nPKC aktiviert (104-106). Diese fuhrt
zur Phosphorylierung von p38 MAPK. Uber welchen Signalweg dies in VSMC
geschieht, ist bisher nicht bekannt. Die p38 MAPK aktiviert die MK-2, die direkt Hsp27
phosphoryliert (104). Hsp27 aktiviert die ZIP Kinase, doch der Mechanismus ist auch
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hier nicht geklart (101). Die ZIP Kinase hat keine Calmodulin-Bindungsstelle, fuhrt also
iiber einen Ca®*-unabhingigen Weg zur Kontraktion (107). Dabei gibt es zwei

Mechanismen:

Die ZIP Kinase ist in der Lage, die MLCy direkt sowohl am Ser19 als auch am Thrl8 zu
phosphorylieren. Dabei hat sie im Gegensatz zur MLCK keine Préaferenz fur eine der
Phosphorylierungsstellen (107). Die aktivierte MLCy, fuhrt dann wie unter 3.3.1.
beschrieben zur Aktivierung der Myosin-ATPase und zur Kontraktion.

AulRerdem fihrt die ZIP Kinase zur Hemmung der MLCP durch MYPT1-
Phosphorylierung am Thr696 (107,108) und zur Aktivierung des Proteins CPI-17 (109).
CPI-17 ist ein Inhibitor der PP1c-Untereinheit der MLCP (101) (Abb. 4). Sowohl die
Phosphorylierung der MYPTL1 als auch der PP1c fuhrt zur Hemmung der MLCP und
damit zur Kontraktion auch bei konstanten intrazellularen Ca®*-Konzentrationen
(103,110) (Abb. 4).

Agonist

“M.A

<D O

u »
ZIPK

CPI-17 ol

>N
MLCP

¥

vascular calcium sensitivity

vascular reactivity
Abbildung 4: Signalweg der PKC-vermittelten MLCy-Phosphorylierung in glattmuskularen Zellen unter
Hypoxie (111). Die Autoren zeigten eine Kontraktion durch die klassische, calciumabhéngige PKC-a und
die neue, calciumunabhangige PKC-¢ Uber Aktivierung der ZIP Kinase, Inhibierung der MLCP durch ZIP
Kinase und CPI-17 und Aktivierung der MLC,. ZIPK = ZIP Kinase.
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3.3.2.2 MLCy-unabhangige Kontraktion

In einer aktuellen Studie konnte ein zur VSMC-Kontraktion fuhrender Signalweg
nachgewiesen werden, der weder von Ca?* noch von der PKC abhéngig ist. Dabei fiihrt
p38 MAPK Uber Phosphorylierung von Hsp27 direkt zur Aktivierung der Myosin-
ATPase, die Energie in Form von ATP fir die Durchfiihrung des Querbrickenzyklus der
Myofilamente liefert. Gleichzeitig bewirkt p38 MAPK die Dephosphorylierung von
Caldesmon, einem Regulatorprotein der Myofilamente (112,113). Im inaktiven,
unphosphorylierten Zustand kann Caldesmon die Myosin-ATPase nicht hemmen. Dies
tragt zur Aufrechterhaltung der Kontraktilitat bei (112) (Abb. 5).

MLC,o-vermittelter Signalweg PLC nicht MLC,,-vermittelter Signalweg

RhoA | | PKC |:3 — | P3BMAPK
Voo y <

CAD P-CAD
ROK CPI-17 Ca?*| CaM
P-Hsp27
\4 \/ MLC20 \\ /
MLCP | MLCK —
/ Aktivierung der
P-MLC20 Myosin-ATPase
| Kontraktion /

Abbildung 5: MLCy- und nicht-MLCyo-vermittelte Mechanismen, die zur GefaBmuskelkontraktion fihren
(eigene Darstellung nach (112)). CaM = Calmodulin. CAD = Caldesmon. Grine Linien = Aktivierung.

Rote Linien = Hemmung.

3.4 Hypothesen und Fragestellungen

Praglomerulare GefalRe, insbesondere die afferenten Arteriolen, tragen zu einem
groBen Teil zum GefaRwiderstand der Niere bei und sind deshalb ein wichtiger
Bestandteil der vaskularen Komponente in der Pathogenese des akuten
Nierenversagens. Bisher sind keine Studien tber die Auswirkungen von Hypoxie, einem
entscheidenden Faktor im akuten Nierenversagen, auf die Arteriolenfunktion bekannt.

Es soll deshalb der Einfluss akuter Hypoxie in funktionellen Experimenten an isolierten
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Arteriolen untersucht werden. Wir nehmen an, dass akute Hypoxie zu einer verstarkten

Antwort auf Ang Il fuhrt und dies dann zum ,no reflow“ Phanomen beitragt.

H,O, als Vertreter der ROS und Indikator fir oxidativen Stress kann bei
Hypoxie/Reoxygenierung verstarkt gebildet werden und damit ein potentieller Faktor in
der Genese des akuten Nierenversagens sein. H,O, zeigte dosisabhéngig sowohl
vasokonstringierende als auch vasodilatorische Effekte auf Arterien. Seine Wirkung auf
die praglomerularen Gefal3e ist nicht bekannt. Wir testen deshalb, ob H,O, die Ang II-

vermittelte Antwort afferenter Arteriolen beeinflusst.

In weiteren Experimenten prifen wir die Rolle von p38 MAPK bei Hypoxie- und H,O.-
induzierten Effekten auf die afferenten Arteriolen. P38 MAPK wird durch verschiedene

Formen von Stress, darunter hypoxischem und oxidativem Stress, aktiviert.

Wir prifen die Hypothese, dass p38 MAPK und MLC,o durch diese beiden Stressoren

in afferenten Arteriolen aktiviert wird.
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4 Methoden und Materialien
41 Verwendete Materialien

In den Experimenten wurden folgende Chemikalien, Pharmaka, Puffer- und

Nahrlésungen verwendet:

* von Biochrom AG, Berlin:

bi-destilliertes Wasser, Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)

+ von Carl Roth GmbH, Karlsruhe:

Aceton (C3HsO), Angiotensin Il (CsoH71N13012), Ammoniumpersulfat (APS) (HgN20sS>),
Bovines Serumalbumin (BSA), Coomassie Blau R-250 (C4sH4sN3NaO+S,), Essigsaure
(CoH403), Ethanol (C,HeO), Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Dinatriumsalz Dihydrat
(C10H14N2Na,Og * 2 H,0), Glycin (C,HsNO»), Isopropanol (C3HgO), Kaliumchlorid (KCI),
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,), Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSQO4 ¢ 7 H,0),
Mercaptoethanol (C,HgOS), Methanol (CH4O), Natriumchlorid (NaCl), Natriumdodecyl-
sulfat (SDS) (Ci2H25Na0,4S), Natriumhydroxid (NaOH), Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO3), 4x RotiLoad (#K929.1), Tetramethylethylendiamin (TEMED) (CsH1sN2), Tris
(C4H11NO3), Trichloressigsaure (TCA) (C,HCI30), Tween 20 (CsgH114026)

* von Gibco® Life Technologies GmbH, Darmstadt:
DMEM/F-12, Nuklease-freies Wasser, SYBR® Safe

+ von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen:
Eisenoxid (Fe30g4), D-(+)-Glucose (CgH1206), Noradrenalin (CgH11NO3)

* Weitere:
BIgk Chemiluminescent Blocker (#WBAVDCHO1, Merck Millipore, Darmstadt), Isofluran
(Forene®, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden)

4.2 \Versuchstiere

Es wurden ménnliche Mause des Stammes C57BL/6 (Charles River Laboratories,
Sulzfeld im Grabfeld) mit einem Ko&rpergewicht von 22-34 g zur Evaluation von
Hypoxieeffekten auf die Konstriktion afferenter Arteriolen verwendet. Die Versuchstiere

wurden in der tierexperimentellen Einrichtung der Charité am Campus Mitte in einem
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zwolfstiindigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten und mit Pressfutter und Wasser ad
libitum versorgt. Beim Umgang mit den Tieren sowie bei der Tétung wurde das
Tierschutzgesetz vom 18.05.2006, herausgegeben vom Bundesministerium der Justiz,
berticksichtigt. Die Empfangsbestatigung des Landesamtes fir Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Uber die Anzeige zur Tétung von
Wirbeltieren zu wissenschaftlichen Zwecken vom 24.02.2006 lag vor (Aktenzeichen
T003/06). Die ,Grundsatze der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis®

wurden beachtet.

4.3 Isolation praglomerulérer GefalRe
4.3.1 Eisenoxidperfusion fir molekularbiologische Untersuchungen

Die Versuchstiere wurden durch Isofluran betéaubt und durch zervikale Translokation
getotet. Danach erfolgte die Organperfusion mit der Eisenoxidlésung (114): Aorta und
Vena cava inferior wurden unterhalb des Nierenarterienabgangs abgeklemmt und dann
oberhalb der Abbindung durchtrennt. Das Gefal3system wurde mit 50 ml PBS mittels
Katheter im linken Ventrikel gespilt. AnschlieRend erfolgte die Perfusion mit der
Eisenoxidlésung (Zusammensetzung: 0,5 g Eisen(ll,ll1)-oxid, 0,5 g BSA, ad 50 ml PBS).
Unmittelbar nach der Perfusion wurden die Nieren enthommen. Die Kapsel wurde
abgetrennt, die Nieren in eine auf Eis gekihlte Petrischale mit 120 pl PBS uberfuhrt und
fur vier Minuten mit einer Apollo-Klinge (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) zerhackt. Danach
wurden 15 ml PBS hinzugefiigt und die Suspension siebenmal durch eine Spritzen-
kanule mit einem AufRendurchmesser von 0,9 mm gepresst. AnschlieBend wurde ein
Magnet an den Boden der Petrischale gehalten, sodass sich das perfundierte,
eisenoxidhaltige Gewebe von der Losung trennen lieR und der Uberstand verworfen
werden konnte. Daraufhin wurden erneut 15 ml PBS dazugegeben und die Ldsung
siebenmal durch eine Kantile mit einem Aul3endurchmesser von 0,6 mm gepresst. Die
Losung wurde zur Auswaschung der Tubuli ein zweites Mal mit Hilfe des Magneten
aufgetrennt. Um die perfundierten Arteriolen auch von den kleineren glomeruléren
GefalRen zu trennen, wurde das erhaltene Sediment in 5 ml PBS resuspendiert und
durch ein Sieb mit einem 80 um Maschennetz (Verseidag-Techfab GmbH, Geldern-
Walbeck) gepresst. Die praglomerularen Gefal3e verblieben dabei als Rickstand im
Sieb, wohingegen die Kapillaren und der gréf3te Teil der Glomeruli aufgrund ihrer

geringeren GrolRe durch das Sieb wanderten und verworfen wurden. Mit einem
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Papiertuch wurde das Sieb von unten getrocknet, bevor die Arteriolen vorsichtig vom
Sieb abgenommen und in ein Eppendorfgefald mit 500 pl einer Mischung aus TCA und

Aceton (149 v/v) Uberfihrt wurden.

4.3.2 GefalBpraparation fur Perfusionsexperimente

Zur Gewinnung praglomerularer Arteriolen fur Perfusionsversuche wurden M&use mit
Isofluran betdubt und durch zervikale Translokation getotet. Die Nieren wurden
entnommen und entlang der kortikomedullaren Achse aufgetrennt. Die afferenten
Arteriolen und die zugehérigen Glomeruli wurden bei 4°C mit Hilfe geschliffener
Pinzetten prapariert und in eine thermoregulierte Kammer eines invertierten Mikroskops
(Axiovert 100, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena) Uberfihrt. Zur Praparation der
Arteriolen sowie fir deren nachfolgende Untersuchung in der Kammer wurde DMEM/
F-12 mit 0,1 % BSA (w/v) verwendet. Fur die Perfusion der Arteriolen wurde DMEM/
F-12 mit 1 % BSA (w/v) angereichert (115).

4.4  Molekularbiologische Analysen
4.4.1 Behandlung der Proben mit Hypoxie/Reoxygenierung

Zur Evaluation von Hypoxieeffekten auf die Expression von Proteinen, welche in den
Signalwegen fur Kontraktion und Erschlaffung glatter GefalBmuskelzellen von
Bedeutung sind, wurden die durch Eisenoxidperfusion gewonnenen praglomerularen
GefalRe in vier Gruppen mit jeweils zehn bis zwo6lf Versuchstieren aufgeteilt (Tab. 3).

Daflr wurden jeweils beide Nieren eines Versuchstieres zu einer Probe vereinigt.

Tabelle 3: Protokoll fir die Behandlung der durch Eisenoxidperfusion gewonnenen praglomerularen
Gefalle.

Reoxygenierung bei o
Testgruppe | Testsubstanz Begasung 10" M Ang Il
95% O, +5 % CO,

Carbogen
— 95 % O,+ 5 % CO, + +

(Kontrolle)
Carbogen 10° M NA 95 % O,+ 5 % CO, + +
Hypoxie - 95 % N,+ 5% CO, + +
Hypoxie 10° M NA 95 % N,+ 5 % CO, + +

Ang Il = Angiotensin Il. NA = Noradrenalin.
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Ein Teil der Proben diente als Kontrolle und wurde mit Carbogen behandelt. Hierfur
wurden die Arteriolen fur 70 Minuten bei Raumtemperatur unter 95 % O, und 5 % CO,
in 1 ml physiologischer Salzlésung (PSS) inkubiert (Zusammensetzung PSS: 25 mM
NaHCOj3, 119 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 1,18 mM MgSO, ¢ 7 H,0, 1,18 mM KH,POy,,
6,05 mM Glucose, 27 uM Naz(EDTA) « 2 H,O, pH 7,27). Die Proben der Testgruppe
,carbogen + NA® wurden zunachst fur 60 Minuten in Carbogen (95 % O, + 5 % CO,)
mit 1 ml PSS und 10° M Noradrenalin inkubiert, bevor sie fiir weitere 10 Minuten
reoxygeniert wurden. Die Inkubation der Testgruppe ,Hypoxie“ erfolgte flr 60 Minuten
bei 95 % N, und 5% CO; in 1 ml PSS, bevor auch diese Proben bei 95 % O, und
5% CO, fur 10 Minuten reoxygeniert wurden. In der Testgruppe ,Hypoxie + NA®
erfolgte erst eine sechzigminitige Inkubation bei 95 % N, und 5 % CO; in 1 ml PSS und
10° M Noradrenalin, gefolgt von einer zehnminiitigen Reoxygenierung. AbschlieRend
wurden alle Probensuspensionen fiir 5 Minuten mit 10° M Ang Il inkubiert, gefolgt von
einer einminitigen Zentrifugation bei ca. 12.100 g. Die Uberstande der Proben wurden
vollstandig entfernt und die Zellpellets in 500 ul einer Mischung aus TCA und Aceton
(1+9 v/v) tberfuhrt und bei -20°C eingefroren.

4.4.2 Behandlung der Proben mit oxidativem Stress

Um den Effekt von oxidativem Stress auf die Proteinexpression zu untersuchen, wurden
die durch Eisenoxidperfusion isolierten Arteriolen in eine Petrischale mit 5 ml einer
zuvor mit Carbogen begasten PSS (Zusammensetzung s. 4.4.1) gegeben. Die
Arteriolen der Testgruppe wurden fiir 10 Minuten mit 10° M H,O, unter Carbogen-
begasung inkubiert. AnschlieBend wurden sie fiir 5 Minuten mit 107 M Ang Il behandelt.
Die Proben der Kontrollgruppe wurden fir 10 Minuten ohne H,O, mit Carbogen begast
und fiir weitere 5 Minuten mit 107 M Ang Il behandelt. AnschlieRend wurde ein Magnet
an den Boden der Petrischale gehalten, um die L6sung aufzutrennen und den
Uberstand vollstandig zu entfernen. Die eisenoxidhaltigen Proben wurden in 500 pl
einer Mischung aus TCA und Aceton (1+9 v/v) Uberfuhrt und bei -20°C eingefroren.

4.4.3 Proteinbestimmung mit SDS-PAGE und Western Blot

Das Verfahren der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
dient der Auftrennung und dadurch dem Nachweis von Proteinen eines Gemisches. Bei

der PAGE wird ein Polyacrylamidgel gebildet, das die Proteine abhé&ngig von Molekular-
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gewicht, Ladung und Konformation mehr oder weniger stark zurtickhalt. Der Zusatz von
SDS als anionisches Detergenz dient zur Uberdeckung der Eigenladung der Proteine
und zur Zerstérung der nativen Proteinkonformation. Dadurch werden die Protein-
gemische in der SDS-PAGE nur noch aufgrund der GroRRe der einzelnen Proteine
aufgetrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit bleibt nur bei konstantem pH-Wert gleich,
kann aber zusatzlich durch die elektrische Feldstarke beeinflusst werden. In einem
alkalischen pH-Bereich haben alle Proteine eine negative Nettoladung unterschiedlicher
Hohe, sodass sie im elektrischen Feld unterschiedlich schnell in Richtung Anode
wandern. Sie kdnnen anschliel3end mittels Western Blot auf eine Membran transferiert
und nach Markierung mit spezifischen Antikorpern nachgewiesen werden.

Zusammensetzung der Puffer und Gele:

Puffer 1: Puffer 2: Lysispuffer:
750 mM Tris 250 mM Tris 25 mM Tris
0,2 % SDS 0,2 % SDS 200 mM Glycin
— pH 8,8 — pH 6,8 1 % SDS
Trenngel: Sammelgel: Laufpuffer (Laemmli):
1 ml H,O 2,6 ml H,O 25 mM Tris

2 ml Polyacrylamid 1 ml Polyacrylamid 250 mM Glycin
3 ml Puffer 1 3,75 ml Puffer 2 0,1 % SDS

50 pl APS 75 pl APS

5 ul TEMED 13,5 pul TEMED

TBS-T: Blockierungslésung: Blottingpuffer:
20 mM Tris 5 % BSA 25 mM Tris
150 mM NaCl in TBS-T (w/v) 200 mM Glycin
0,1 % Tween 20 0,05 % SDS

20 % Methanol

4.4.3.1 Aufarbeitung der Gefal3e nach Hypoxie/Reoxygenierung

Die Proben wurden vor der weiteren Aufarbeitung zunachst kurz zentrifugiert und das
Aceton/TCA-Gemisch abgenommen. Als Nachstes wurde das TCA mittels dreimaligen
Waschens der Proben auf Eis mit je 500 ul Aceton fur drei Minuten entfernt. Das

Probengewebe wurde dann im offenen Eppendorfgefal® luftgetrocknet. Die Proben
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wurden mit jeweils 100 pl Lysispuffer versetzt und fir 50 Minuten bei 95°C und bei ca.
103 g im Thermoschdittler inkubiert (Thermomixer® comfort, Eppendorf AG, Hamburg).
Alle zehn Minuten und einmal zum Schluss wurden die Proben dabei kurz bei ca.
12.100 g zentrifugiert (Centrifuge 5415 R, Eppendorf AG, Hamburg). Dadurch setzte
sich das Bindegewebe am Boden der EppendorfgefaRe ab. Der Uberstand wurde
abgenommen, um die Proteinkonzentration in den ldslichen Bestandteilen der Proben
messen zu kdnnen. Dies erfolgte durch photometrische Messung bei einer Wellenléange
von A = 280 nm (NanoDrop 8000, PEQLAB, Biotechnologie GmbH, Erlangen).

Fur die Gelelektrophorese wurde ein 10%iges SDS-Gel gegossen und die Gelplatten
gemalR Herstellerangaben in den Giel3stand (Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Minchen) eingesetzt. Das Gel wurde mit Isopropanol beschichtet,
um Unebenheiten der Geloberflache zu vermeiden. Nach der Polymerisation des Gels
wurde das Isopropanol entfernt, das Sammelgel Gber das Trenngel gegossen und ein
Kamm fir die spateren Probentaschen eingesetzt. Die Gelplatten wurden nach
Polymerisation des Sammelgels in die Elektrophoresekammer eingesetzt, der
Laufpuffer hinzugegeben und die Kdmme gezogen. Die entstandenen Geltaschen
wurden vorsichtig ausgespult. Fur die Proben wurden Ansatze aus jeweils 75 ug
Proteinextrakt und bi-destilliertem Wasser pipettiert. Diese Proben wurden mit 4x
RotiLoad versetzt und fur 5 Minuten bei 95°C denaturiert, bevor sie abgekuhlt in die
Geltaschen pipettiert wurden. Die Elektrophorese der Proteinextrakte erfolgte fur
15 Minuten bei 80 V und anschlieRend fur 100 Minuten bei 100 V. Wahrenddessen

wurden Hybond™

-P Membranen (Amersham-Pharmacia, Freiburg) zur Aktivierung kurz
in Methanol geschwenkt, dann jeweils 5 Minuten in bi-destilliertem Wasser inkubiert und
in Blottingpuffer &quilibriert. Danach erfolgte der Transfer der Proteine auf die
Membranen mittels Western Blot in einer Transferzelle (Mini Trans-Blot® Cell, Bio-Rad
Laboratories GmbH, Munchen) mit Blottingpuffer fir 50 Minuten bei 100 V. Die Gele
wurden anschlieend mit Coomassie-Blau-Losung (0,25 % Coomassie Blau R-250,
50 % Methanol, 10 % Essigsaure) gefarbt, um zu kontrollieren, ob Proteinmengen im
Gel verblieben sind. Die Membranen wurden flr eine Stunde bei Raumtemperatur in
5% BSA in TBS-T (w/v) inkubiert, um eventuelle unspezifische Proteinbindungsstellen
zu blockieren. Die Inkubation mit den jeweiligen Primarantikorpern erfolgte Gber Nacht

bei 4°C, wenn nicht anders angegeben unter Zusatz von 1 % BSA (TBS-T, w/v).
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Verwendete Primarantikorper:

- Cell Signaling Technology, Niederlande:
* Anti-Hsp27 Kaninchen Antikdrper (#2442, Verdinnung 1:1.000)
* Anti-MK Kaninchen Antikérper (#3042, Verdinnung 1:1.000)
* Anti-MLC2 Kaninchen Antikérper (#3672, Verdinnung 1:1.000)
* Anti-MYPT1 Kaninchen 1gG Antikorper (#2634, Verdinnung 1:1.000)
* Anti-p38 Kaninchen Antikorper (#9212, Verdinnung 1:1.000)
* pSer82 anti-Hsp27 Kaninchen Antikdrper (#2401, Verdinnung 1:1.000)
* pThr334 anti-MK2 Kaninchen IgG Antikérper (#3007, Verdinnung 1:1.000)
* pThr696 anti-MYPT1 Kaninchen IgG Antikorper (#5163, Verdinnung 1:1.000)
* pThr853 anti-MYPT1 Kaninchen IgG Antikorper (#4563, Verdinnung 1:1.000)

- Acris Antibodies GmbH, Herford:
* pSer19/20 Anti-MLC Kaninchen Antikorper (#R1535P, Verdinnung 1:1.000)
* Anti-a-Actin Kaninchen Antikorper (#AB5694, Verdinnung 1:10.000)
* Anti-a-Actin Kaninchen Antikérper (#NB600-531, Verdinnung 1:2.000)

- weitere:
* pThrl80/182 Anti-p38 Kaninchen Antikorper (#506119, Calbiochem, Bad Soden,
Verdinnung 1:1.000)
* Anti-Actin Antikdrper (#PA1-16889, Thermo Fisher Scientific GmbH, Verdinnung
1:10.000 in 10 % BI@k Chemiluminescent Blocker (TBS-T, v/v)

Die Membranen wurden anschlieend dreimal fir je 10 Minuten mit TBS-T gewaschen,
bevor sie mit dem Zweitantikdrper (donkey anti-rabbit IgG Antikérper, HRP #sc-2317,
Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Verdinnung 1:50.000) in 2,5% BSA
(TBS-T, w/v) fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Danach erfolgten
drei weitere Waschschritte mit TBS-T fur je 10 Minuten. Zur Detektion der Protein-
banden wurde das Amersham ECL Plus Western Blotting Detection System (RPN2132,
GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg) verwendet. Detektion und Filmentwicklung
wurden laut  Herstellerangaben  durchgefiihrt.  Eine  Peroxidase-vermittelte
Chemolumineszenzreaktion bewirkt dabei die Schwarzfarbung des Roéntgenfilms

proportional zur Menge des gebundenen Antikoérpers. Das Mal3 der Schwarzung héngt
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damit also von der Menge des in der Probe enthaltenen Proteins ab. Die entwickelten
Filme wurden eingescannt und mit Hilfe des Programms ImageJ (Version 1.44p,

National Institutes of Health, USA) densitometrisch ausgewertet.

Zur Datennormierung sowie als Lade- und Transferkontrolle wurden die Membranen
gestrippt und mit Anti-a-Actin gegengefarbt, da das hier untersuchte a2-Actin in glatten
Muskelzellen nachweisbar und fur diese spezifisch ist. Hierfir wurden die Membranen
fur 5 Minuten mit bi-destilliertem Wasser gewaschen, anschliel3end kurz in Methanol
reaktiviert und erneut fir 5 Minuten mit bi-destilliertem Wasser gewaschen. Danach
schloss sich eine Inkubation in 0,2 M NaOH an. Die unspezifischen Bindungen wurden
erneut fur eine Stunde in 5% BSA (in TBS-T, w/v) blockiert, gefolgt von einem
dreimaligen Waschvorgang in TBS-T. Anschliel3end wurden die Membranen Uber Nacht
bei 4°C in Anti-a-Actin-Antikdrper (#AB5694, Acris Antibodies GmbH, S. 32) inkubiert.
Die weiteren Verfahrensschritte bis hin zur Filmentwicklung erfolgten wie bereits oben

beschrieben.

4.4.3.2 Aufbereitung der H,O,-behandelten GefalRe

Die mit 10° M H,0, behandelten GefaRe wurden wie unter 4.4.3.1. beschrieben lysiert
und die Proteinkonzentrationen gemessen. Fur die SDS-PAGE wurden Ansatze aus
30 ug Protein und bi-destilliertem Wasser mit 4x RotiLoad versetzt. Die Gelelektro-
phorese und der Western Blot wurden wie oben beschrieben durchgefihrt. Die mit den
Proteinen beladenen Membranen wurden mit den unter 4.4.3.1. aufgefuhrten
Primarantikdrpern fir die phosphorylierten und unphosphorylierten Isoformen der p38
MAPK und der MLC,, inkubiert. AnschlieRend wurde wie o. g. verfahren: Nach
dreimaligem Waschen der Membranen mit TBS-T erfolgte die einstiindige Inkubation
mit dem bereits erwahnten Zweitantikdrper, nach nochmaligem Waschen die
entsprechende Detektion und Filmentwicklung. Die Membranen wurden ebenfalls nach
der Detektion gestrippt und zur Normierung mit einem Anti-Actin-Antikdrper (#PA1-
16889, Thermo Fisher Scientific GmbH, S. 32) gegengefarbt.
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4.5 Perfusionsexperimente
4.5.1 Untersuchungen zu Hypoxieeffekten

Zur Evaluation des direkten Effekts von Hypoxie auf die Konstriktion afferenter
Arteriolen wurde PSS (115 mM NacCl, 25 mM NaHCOg3, 2,5 mM K;HPO,4, 1,3 mM CacCls,
1,2 mM MgSO,4 und 5,5 mM Glukose) fr 10 Minuten mit einem Gemisch aus 95 % N
und 5 % CO; begast, sodass ein Sauerstoffpartialdruck von < 1 Torr erreicht wurde. Die
Arteriolen mit ihrem zugehorigen Glomerulus wurden bei Raumtemperatur far
60 Minuten in 10 ml Lésung bei stadndiger Begasung mit dem hypoxischen Gasgemisch
inkubiert. Fur die Untersuchungen zur Wirkung von Hypoxie in Kombination mit
Noradrenalin erfolgte die Inkubation in einer hypoxischen PSS mit Zusatz von
10° M Noradrenalin. In KontrollgefaRen erfolgte die Begasung mit Carbogen. Die
nachsten Schritte waren fur alle Gefal3e identisch: Nach der einstiindigen Inkubation im
Medium erfolgte eine zehnminitige Reoxygenierung unter Raumatmosphare. Zeitgleich
wurden die Arteriolen in der Kammer fixiert und perfundiert. Das Medium war hier
DMEM/F-12, mit Raumluft &quilibriert und mit HEPES gepuffert. Es wurde eine
Konzentrations-Wirkungs-Kurve fiir Ang Il (10 M bis 10°® M) gemessen. Die Arteriolen
wurden videomikroskopisch dargestellt und Bilder fur die spatere Auswertung
gespeichert. Mit der Standardsoftware ImageJ (Version 1.46) wurde der Durchmesser
von Lumen und Endothel der Arteriolen ausgemessen. Diese Messungen wurden mit

Hilfe des Programms Gnumeric (Version 1.12.15, The GNOME Project) ausgewertet.

4.5.2 Untersuchungen zu oxidativem Stress

Der direkte Einfluss von oxidativem Stress auf die Konstriktion praglomerulérer Gefalde
wurde untersucht, indem die Gefal3e nach der Praparation perfundiert und 10 Minuten
mit 10° M H,O, behandelt wurden. Dann erfolgte die Messung der Konzentrations-
Wirkungs-Kurve fir Angll (10" M bis 10°M) in Anwesenheit von H,O,. Die
Kontrollgefale wurden ebenfalls fir 10 Minuten mit DMEM/F-12 perfundiert, die
Konzentrations-Wirkungs-Kurve fir Angll (10 - 10°M) wurde erstellt. Die

Gefal3reaktionen wurden wie unter 4.5.1. dokumentiert und ausgewertet.
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4.6 Polymerase-Kettenreaktion
4.6.1 RNA-Préaparation

Fur Analysen der p38 MAPK-Expression mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
wurden Gewebeproben aus Nierenarteriolen, Nieren, Lunge, Pankreas, Testis,
Oberschenkelmuskulatur sowie Grol3-, Mittel- und Zwischenhirn von Méausen (s. 4.2)
verwendet. Aus diesen wurde die Ribonukleinsdure (RNA) mittels RNeasy Mini Kit
isoliert (#74104, Qiagen, Hilden). Dazu wurden 30 g der Proben mit einem Gemisch aus
500 yIl Puffer RLT und 5 pul Mercaptoethanol versetzt. Zur Auftrennung und
Homogenisierung des Gewebes wurde diese Suspension fur zweimal 20 Sekunden im
FastPrep® FP120 (Thermo Electron GmbH, Karlsruhe) bei einer Geschwindigkeit von
4,0 m/s inkubiert. Das entstandene Lysat wurde fir 3 Minuten bei 24°C und ca.
12.100 g zentrifugiert. AnschlieRend wurde es als Uberstand abgenommen und in ein
neues Eppendorfgefal? tberfihrt. Es wurde mit 350 pl 70%igem Ethanol versetzt und
durch Pipettieren vermischt. Die Probe wurde dann in ein in einem 2 ml Sammelgefal
befindliches RNeasy Spin-Rohrchen dberfuhrt und fur eine Minute bei ca. 7.150 g
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde abgenommen und die Probe zur Reinigung von
DNase mit einem Gemisch aus 10 pl DNase 1 Stammldsung und 70 pl Puffer RDD
(RNase-freies DNase-Set #79254, Qiagen, Hilden) fur 15 Minuten bei 24°C inkubiert.
Anschlie3end wurde 350 ul Puffer RW1 hinzugegeben und die Ldsung flr eine Minute
bei ca. 7.150 g zentrifugiert, um die DNase 1 vollstandig auszuwaschen. Der Durchfluss
wurde abgenommen und das RNeasy Spin-Rohrchen in ein neues Sammelgefald
gesetzt. Der Puffer RPE wurde mit Ethanol verdinnt (1+4 v/v) und 500 pl dieses
Gemisches zur Probe hinzugegeben. Die Lésung wurde erneut fur eine Minute bei ca.
7.150 g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Danach wurden erneut 500 pl des
Gemisches aus Puffer RPE und Ethanol zur Probe gegeben und fir zwei Minuten bei
ca. 7.150 g zentrifugiert, um die R6hrchenmembran zu trocken und zu verhindern, dass
Ethanol in die RNA-Elution gelangt. Der Durchfluss wurde erneut entfernt und das
Sammelgefal? gewechselt. Um den Puffer RPE zu entfernen, wurde die Probe fur
5 Minuten bei ca. 12.100 g =zentrifugiert. Das RNeasy Spin-Réhrchen wurde
anschlielend in ein 1,5 ml Sammelgefald gesetzt. Auf die Mitte der RGhrchenmembran
wurden 15 pl RNase-freies Wasser gegeben und die Probe flr eine Minute bei ca.

12.100 g zentrifugiert.
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4.6.2 Primeroptimierung

Zunachst sollte die optimale Annealingtemperatur fir die Primer der vier p38 MAPK-
Isoformen gefunden werden. Davon wurden 12 Ansétze aus jeweils 2 pg RNA in 10 pl
RNA-L6sung (RNA + nuklease-freies Wasser, w/v) zu 10 pl RT Master Mix (Zusammen-
setzung s. Tab. 4, S. 38) in PCR Tubes gegeben, um daraus cDNA zu synthetisieren.
Die PCR Tubes wurden anschliel3end im T3 Thermocycler (Biometra GmbH, Géttingen)
inkubiert. Zur Transkription der cDNA wurde folgendes Protokoll angewandt: Annealing
fur 10 Minuten bei 25°C, Elongation fur 120 Minuten bei 37°C, Enzyminaktivierung fur
5 Minuten bei 85°C und schliel3lich Abkihlung auf 4°C. Fir die PCR wurden Ansatze,
jeweils bestehend aus PCR-Ansatz 1 (Tab. 4, S. 38) und 50 ng cDNA, in PCR Tubes
pipettiert. Es wurde folgendes Protokoll angewandt: Denaturierung fur 5 Minuten bei
95°C, 38 Annealing-Zyklen bei 95°C, X°C und 72°C fiur je 30 Sekunden, Elongation bei
72°C fur 10 Minuten und schlielich Abkihlung auf 4°C. Fir die Temperatur X des
Annealings wurden flr die 12 Ansatze unterschiedliche Temperaturen zwischen 50,0°C
und 66,5°C eingestellt. Die Proben wurden anschlielend mit 6x Orange DNA-
Ladepuffer versetzt und auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen, das SYBR® Safe 1:10
in TBE enthielt. Die Elektrophorese erfolgte fir 25 bis 30 Minuten bei 100 V.

Fur die PCR wurden folgende Primer verwendet:

Primer Genbank Acc.- Sequenz 5‘ - 3f Produkt-
Nummer grofe

MAPK11 vorwarts NM_011161.5 GTGGCCACACGGTGGTACCG 223 bp

MAPK11 rickwarts TCCGGGCATGCTCCGAGGAT

MAPK12 vorwaérts NM_013871.3 CGCAAGCCCTCAGGCTGTGA 324 bp

MAPK212 riickwarts GCCGTGAAGCTCCGAGCCAA

MAPK213 vorwarts NM_011950.2 CGGGCTATGTGGTGACCCGC 315 bp

MAPK213 riickwarts GCAGGTCTGCAGCTTGCGGA

MAPK14 vorwarts NM_011951.3 TCACAGGGACCTAAAGCCCAGCA 297 bp

MAPK214 rickwarts AGCTCAGCCCCTGGGGTTCC

Nach der Gelelektrophorese aller Proben der vier Primer imponierte fir alle Isoformen
ein starkes Signal im Bereich von 60,8°C (Abb. 6 - 9, S. 37). Aus diesem Grund wurde
fur die nachfolgenden PCR-Versuche zur Expressionsanalyse in Arteriolen eine

Annealingtemperatur von 60°C gewabhilt.
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50 502 511 525 544 56,5.58,7 608 629 646 658 665 -K

Abbildung 6: PCR mit Primer der MAPK 11 zur Optimierung der Annealingtemperatur fur die
nachfolgenden Untersuchungen. M Marker, -K Negativkontrolle. Zahlangaben in °C.

50 502 511 525 544 565 &£8,7 608 629 646 658 665 -K

Abbildung 7: PCR mit Primer der MAPK 12 zur Optimierung der Annealingtemperatur fir die
nachfolgenden Untersuchungen. M Marker, -K Negativkontrolle. Zahlangaben in °C.

M 50 502 51,1 525 544 565 58,7 608 629 646 658 665 K
v

Abbildung 8: PCR mit Primer der MAPK 13 zur Optimierung der Annealingtemperatur fur die
nachfolgenden Untersuchungen. M Marker, -K Negativkontrolle. Zahlangaben in °C.

M 80 602 511 525 544 565 587 608 629 646 658 665 -K
4

e e e e ae— a— G G R G D  m—

Abbildung 9: PCR mit Primer der MAPK 14 zur Optimierung der Annealingtemperatur fur die
nachfolgenden Untersuchungen. M Marker, -K Negativkontrolle. Zahlangaben in °C.

4.6.3 Expressionsanalysen der p38 MAPK-Isoformen

Fur Expressionsanalysen der p38-Isoformen MAPK11-14 in verschiedenen Geweben,

wurden RNA-Proben von mannlichen Mausen des Stammes C57BL/6 (s. 4.2) aus
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Niere, Testis, Oberschenkelmuskulatur, Lunge, Pankreas sowie Hirn gewonnen. Davon
wurden jeweils 2 ug RNA in 10 ul RNA-LAsung (RNA + nuklease-freies Wasser, w/v) zu
10 I RT Master Mix (Tab. 4) in PCR Tubes gegeben, um daraus cDNA zu
synthetisieren. Die PCR Tubes wurden anschliel3end im Thermocycler inkubiert. Zur
Transkription der cDNA wurde folgendes Protokoll angewandt: Annealing fur
10 Minuten bei 25°C, Elongation fir 120 Minuten bei 37°C, Enzyminaktivierung fur
5 Minuten bei 85°C und schlie3lich Abkihlung auf 4°C. Von der gewonnenen cDNA
wurden jeweils 50 ng auf die PCR-Ansatze pipettiert (s. PCR-Ansatz 2, Tab. 4). Das
PCR-Programm lautete wie folgt: initiale Denaturierung und Aktivierung der Tag-
Polymerase fur 5 Minuten bei 95°C, 35 Annealing-Zyklen fir jeweils 30 Sekunden bei
95°C, 58°C und 72°C, schliel3lich Elongation fir 10 Minuten bei 72°C und Abkthlung
auf 4°C. Die PCR-Produkte wurden anschlieRend mit 6x Orange DNA-Ladepuffer
versetzt und auf ein 2%iges Agarosegel mit SYBR® Safe aufgetragen. Die
Gelelektrophorese wurde fur 15 Minuten bei 100 V durchgefihrt.

Tabelle 4: Zusammensetzungen des RT Master Mixes zur cDNA-Transkription und der Ansétze fur die

PCRs zur Expressionsanalyse der p38 MAPK-Isoformen in verschiedenen Geweben der Maus.

RT Master Mix: PCR-Ansatz 1: PCR-Ansatz 2:

* 2 pul 10x RT Buffer * 2,5 pl 10x Puffer Y * 2,5 pl 10x Puffer Y

* 0,8 pl 25x 100 mM dNTP Mix (20 mM MgCl,) (20 mM MgCl,)

* 2 pl 10x RT Random Primers 1l 5mMdNTPs *1pl5mMdNTPs

* 1 pl MultiScribe Reverse * 0,25 pl Tag-Polymerase * 0,25 pl Tag-Polymerase
Transcriptase e 1 pl 10 pM Primer-Mix * 1 pl 10 pM Primer-Mix

* 1 pl RNase Inhibitor * 18,75 pl nuklease-freies * 15,25 pl nuklease-freies
* 3,2 pl nuklease-freies Wasser Wasser Wasser

Zur Analyse der p38 MAPK-Expression in Arteriolen wurden zunachst 12 pg RNA in
12 ul RNA-L6sung (RNA + nuklease-freies Wasser, w/v) mit 8 pl RT Master Mix (Tab. 4)
in PCR Tubes gegeben, um die cDNA zu synthetisieren. Die PCR Tubes wurden im
Thermocycler inkubiert. Zur Transkription der cDNA wurde folgendes Protokoll
angewandt: Annealing fir 10 Minuten bei 25°C, Elongation fir 120 Minuten bei 37°C,
Enzyminaktivierung fur 5 Minuten bei 85°C und Abkihlung auf 4°C. Die Ansatze flr die
PCR bestanden aus dem zweifachen Ansatz 1 (Tab. 4) und 50 ng cDNA aus der
Nierenarteriole. Das PCR-Programm lautete wie folgt: initiale Denaturierung und

Aktivierung der Tag-Polymerase flr 5 Minuten bei 95°C, 38 Annealing-Zyklen fur jeweils
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30 Sekunden bei 95°C, 60°C und 72°C, schliel3lich Elongation fur 10 Minuten bei 72°C
und Abklhlung auf 4°C. Die PCR-Produkte wurden anschliel3end ebenfalls mit jeweils
6x Orange DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein 2%iges Agarosegel mit SYBR® Safe
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fiir 30 Minuten bei 100 Volt.

4.7 Datenerfassung und statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung dienten die Programme
SPSS (Version 22), Gnumeric (Version 1.12.15) sowie R (Version 2.8.1). Die densito-
metrischen Messwerte aus den molekularbiologischen Experimenten, erhoben mit dem
Programm ImageJ (Version 1.44p), wurden zundchst auf gemessene Werte von a-Actin
aus denselben Versuchen normalisiert und anschlie3end mittels Kruskal-Wallis-Test fur
unabhangige Stichproben analysiert. Aufgrund der Stichprobenmenge von n = 10-12
wurde keine Normalverteilung angenommen. Wurde das Signifikanzniveau von p < 0,05

erreicht, schloss sich als Post-hoc-Test der Mann-Whitney-U-Test an.

Zur Auswertung der Perfusionsexperimente wurde zunéchst der Brunner-Test
durchgefuhrt, eine nicht parametrische ANOVA fir abh&ngige Stichproben. Zum
paarweisen Vergleich wurde auch hier nach Erreichen des o. g. Signifikanzniveaus der

Mann-Whitney-U-Test als Post-hoc-Analyse herangezogen.

Alle angegeben Daten werden als arithmetische Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) dargestellt.
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5 Ergebnisse
5.1 Polymerase-Kettenreaktion

5.1.1 Expressionsanalysen der p38 MAPK-Isoformen in verschiedenen

Geweben

Die Expression der p38-lsoformen MAPK11-14 wurde mittels PCR untersucht. Dabei
zeigte sich, dass alle vier Isoformen im Nierengewebe exprimiert wurden (Abb. 10). Die
MAPKs 11, 13 und 14 konnten ebenfalls in testikularem Gewebe, die MAPKs 11, 12

und 14 in Hirngewebe nachgewiesen werden.

Niere
Testis
Muskel
Lunge
Pankreas
Negativ-

. kontrolle
Testis
Muskel
Lunge
Pankreas
Negativ-
kontrolle

Hirn
Hirn

l . Marker

a o
| ' — Niere

Nfd
~—
-

Abbildung 10: PCR zur Untersuchung der Expression der vier p38 MAPK-Isoformen in verschiedenen
Geweben der Maus. a) MAPK 12. b) MAPK 11. ¢c) MAPK 14. d) MAPK 13.

5.1.2 Expressionsanalysen der p38 MAPK-Isoformen Expression in Arteriolen

Um nachzuweisen, dass alle Isoformen auch in den Arteriolen exprimiert werden, wurde
eine weitere PCR mit cDNA aus den praglomerularen Gefal3en einer C57BL/6 Maus
durchgefuhrt. Hierzu wurden alle Isoformen untersucht und entsprechende
Negativkontrollen durchgefihrt. Wie in Abbildung 11 (S. 41) zu sehen ist, konnten alle

Isoformen in Arteriolen nachgewiesen werden.
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Abbildung 11: PCR zur Untersuchung der Expression der vier p38 MAPK-Isoformen in Arteriolen der

Maus.

52 Kontraktile Funktion afferenter Arteriolen
5.2.1 Hypoxie/Reoxygenierung

Um den Einfluss von Hypoxie/Reoxygenierung auf die Konstriktion praglomerularer
GefalRe zu untersuchen, wurde in afferenten Arteriolen nach 60 Minuten Hypoxie und
10 Minuten Reoxygenierung eine Ang lI-Konzentrations-Wirkungs-Kurve gemessen
(Abb. 12, S. 42).
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Abbildung 12: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir Ang Il nach Behandlung mit Carbogen (Kontroll-
bedingungen) und Hypoxie. Die Kurven Carbogen und Hypoxie unterscheiden sich signifikant (Brunner-
Test, # p < 0,05).

Wie in Abbildung 13 (S. 43) zu sehen ist, reagieren die Arteriolen nach Hypoxie/Reoxy-
genierung sensitiver auf Ang ll-Konzentrationen im Vergleich zu den

Kontrollbedingungen.

Inwiefern Noradrenalin auf die Konstriktion unter Carbogenbegasung bzw. Hypoxie
wirkt, sollte beurteilt werden, indem praglomerulare GefalRe wahrend der Hypoxie bzw.
wahrend entsprechender Kontrollbedingungen zuséatzlich mit einer nicht-
konstriktorischen Konzentration von 10”° M Noradrenalin behandelt wurden.
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Abbildung 13: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur relative Durchmesser nach Behandlung mit Carbogen

(Kontrollbedingungen) und Hypoxie/Reoxygenierung. Die Kurven Carbogen und Hypoxie unterscheiden

sich signifikant (Brunner-Test, # p < 0,05). Post-hoc-Test: * p < 0,05.
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Abbildung 14: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fir Ang Il. A) Konstriktion unter Kontrollbedingungen
(Carbogen) und Carbogenbegasung + Inkubation mit 10°M Noradrenalin (Carbogen+NA). B)
Konstriktion unter Behandlung mit Hypoxie/Reoxygenierung (Hypoxie) und zusatzlich 10° M Noradrenalin
(Hypoxie+NA). Folgende Kurven unterscheiden sich signifikant: Carbogen vs. Carbogen+NA; Carbogen
vs. Hypoxie (Brunner-Test, # p < 0,05). Post-hoc-Test: * p < 0,05. Carbogen n=8. Carbogen+NA n=6.
Hypoxie n=10. Hypoxie+NA n=8.

Abbildung 14 A zeigt eine konzentrationsabh&ngige Anderung des GefalRdurchmessers.
Maximale Effekte werden bei Konzentrationen von 10®M bis 10°M erreicht. Im
Bereich von hoheren Ang ll-Konzentration (= 10° M) wird die Konstriktion auf Ang I
durch Noradrenalin-Behandlung signifikant stérker sowohl unter hypoxischen als auch
Kontrollbedingungen (Abb. 14 A + B). Die Ausgangsdurchmesser der Arteriolen

unterscheiden sich im Vergleich der Gruppen nicht signifikant.
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Abbildung 15: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir relative Durchmesser. A) Konstriktion nach
Carbogenbegasung (Kontrolle) und Carbogenbegasung + Inkubation mit 10°M Noradrenalin
(Carbogen+NA). B) Konstriktion unter Behandlung mit Hypoxie (Hypoxie) und zusétzlich 10°Mm
Noradrenalin (Hypoxie+NA). Die Kurven zeigen jeweils signifikante Unterschiede (Brunner-Test, # p <
0,05). Post-hoc-Test: * p < 0,05. Carbogen n=7. Carbogen+NA n=6. Hypoxie n=8. Hypoxie+NA n=6.

Abbildung 15 A =zeigt, dass die relative GefalRkonstriktion der ,Carbogen+NA*-
Testgruppe fiir Messungen bei 10° M bis 10® M Ang Il signifikant starker ausgepragt ist
als unter Kontrollbedingungen oder nach Inkubation in Hypoxie. Behandlung der
GefaRe mit NA unter Carbogenbegasung fiihrt bei > 10® M Ang Il dazu, dass die

Gefalllumen fast vollstéandig verschlossen sind.

Die Konstriktion nach Inkubation mit Hypoxie + NA ist, wie in Abbildung 15 B gezeigt,
starker als unter Hypoxie.

5.2.2 Perfusion nach Vorbehandlung mit Wasserstoffperoxid

In einem weiteren Perfusionsexperiment sollte der Einfluss von oxidativem Stress
vermittelt durch Wasserstoffperoxid auf die Ang ll-induzierte Konstriktion afferenter
Arteriolen untersucht werden. Nach zehnminitiger luminaler Behandlung mit 10° M

H.O, erfolgte die Messung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve fur Angll unter
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Anwesenheit von H,O,. Die Kontrollgefale wurden 10 Minuten in DMEM/F-12 ohne
H,O, gehalten und dann die Konzentrations-Wirkungs-Kurve fur Ang Il gemessen.
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Abbildung 16: Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir Ang Il mit und ohne Behandlung mit 10° M H,0,. A)
Absolute GefalRdurchmesser in um. B) Relative Gefalldurchmesser bezogen auf den
Ausgangsdurchmesser vor Perfusionsbeginn. Die Kurven Kontrolle und H,O, unterscheiden sich
signifikant (Brunner-Test, # p < 0,05). Post-hoc-Test: * p < 0,05. Kontrolle n=20. H,0O, n=5.

Abbildung 16 zeigt, dass H,O, die Ang ll-induzierte Konstriktion im Bereich hdherer

Ang ll-Konzentrationen verstarkt.

5.3 Expression von p38 MAPK, MYPT1, MLCyo, Hsp27, MK-2
5.3.1 Hypoxie/Reoxygenierung und Noradrenalin

Der Effekt von Hypoxie und NA auf die Expression von p38 MAPK, MYPT1, MLCy,
Hsp27 und MK-2 wurde untersucht, indem nach Eisenoxidperfusion gewonnene
Arteriolen in Hypoxie und/oder Noradrenalin inkubiert wurden. Die Proteinexpression

wurde anschlief3end mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

Zu den untersuchten Proteinen gehoren p38 MAPK, MLC;, Hsp27, MK-2 einschliel3lich
ihrer phosphorylierten Formen sowie die MYPT1 und zwei an unterschiedlichen
Aminosauren phosphorylierte Formen der MYPT1 (pThr696, pThr853). Die Western
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Blots der Proteine Hsp27, P-Hsp27, MK-2 und P-MK-2 konnten nicht zuverlassig
ausgewertet werden, sodass auf die Darstellung der Ergebnisse dieser Proteine

verzichtet werden muss.

5.3.1.1 Verhalten der p38 MAPK

Die Expression von p38 MAPK und seiner phosphorylierten Form P-p38 MAPK zeigte
unter den vier untersuchten Bedingungen &hnliches Verhalten (Abb. 17). Die p38 MAPK
wurde unter den Versuchsbedingungen Noradrenalin und/oder Hypoxie nicht verstarkt
exprimiert. Es erfolgte auch keine vermehrte Phosphorylierung nach diesen

Behandlungen.

Sowohl die p38 MAPK als auch ihre phosphorylierte Form P-p38 MAPK zeigten
Tendenzen fur eine Proteinmengenerhéhung unter Carbogen + NA und Hypoxie. Diese
sind nicht signifikant, korrelieren aber mit der in den Perfusionsexperimenten

gemessenen verstarkten Arteriolenkonstriktion.

1,8

1,6

1,4

1,2

Carbogen

1,0

Em Carbogen+NA
Hypoxie
m Hypoxie+NA

Proteinlevel (relative Einheiten
normalisiert auf Actin)

0,0
p38 MAPK P-p38 MAPK

Abbildung 17: Proteinexpressionslevel von p38 MAPK und seiner phosphorylierten Form P-p38 MAPK
nach SDS-PAGE und Western Blot der entsprechend vorbehandelten Arteriolen. Carbogen n=10,
Carbogen+NA n=10, Hypoxie n=11, Hypoxie+NA n=12.
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5.3.1.2 Verhalten der MLCyg

Die regulatorische leichte Kette des Myosins, MLCy, fihrt nach Phosphorylierung durch
die MLCK zur Kontraktion der glatten Muskelzellen und nach Dephosphorylierung zur
Relaxation (116,117). Die molekularbiologischen Untersuchungen zur Aktivitat der
MLC,, zeigten, dass die unphosphorylierte Form nach Inkubation mit Noradrenalin
unter Carbogenbegasung signifikant starker exprimiert wird. Fur die MLC, gilt zudem,
dass die Expression unter Carbogen + NA signifikant starker ist als unter Hypoxie (Abb.

18).
*

#

2,000 |
* ‘ Carbogen
1,500 r | m Carbogen+NA
T T T Hypoxie

1,000 +—— B Hypoxie+NA
0,500 +—
0,000 .

MLC20 P-MLC20

Proteinlevel (relative Einheiten
normalisiert auf Actin)

Abbildung 18: Proteinexpressionslevel der MLC,, sowie der phosphorylierten MLC,, (P-MLC20) nach
SDS-PAGE und Western Blot der entsprechend vorbehandelten Arteriolen. MLC,q: Carbogen+NA vs.
Carbogen: * p < 0,05. Hypoxie vs. Carbogen+NA: 1 p < 0,05. P-MLC,,: Carbogen+NA vs. Carbogen: * p
< 0,01. Hypoxie+NA vs. Carbogen+NA: # p < 0,05. Carbogen n=10. Carbogen+NA n=10. Hypoxie n=11.
Hypoxie+NA n=12.

Die phosphorylierte Form P-MLC, wird ebenso wie die unphosphorylierte Form nach
Inkubation mit Noradrenalin unter Carbogenbegasung signifikant starker exprimiert. lhre
Aktivitat ist unter Carbogen + NA ebenfalls signifikant héher als unter Hypoxie + NA
(Abb. 18).
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5.3.1.3 Verhalten der MYPT1

Die MYPT1 ist als regulative Untereinheit der MLCP an der Kontraktion glatter
Muskelzellen beteiligt. Phosphorylierung der MYPT1 sowohl am Thr696 als auch am
Thr853 deaktiviert die MLCP und tragt somit zur Kontraktion bei (118,119).

Die Untersuchungen der MYPT1 sowie der zwei phosphorylierten Formen P-MYPT1
(pThr853) und P-MYPT1 (pThr696) ergaben keine signifikanten Ergebnisse (Abb. 19).

Carbogen
m Carbogen+NA

Hypoxie
m Hypoxie+NA

Proteinlevel (relative Einheiten
normalisiert auf Actin)

MYPT1 P-MYPT1 (pThr853)P-MYPT1 (pThr696)

Abbildung 19: Proteinexpressionslevel der MYPT1 und ihrer phosphorylierten Formen P-MYPT1
(pThr853 bzw. pThr696) nach SDS-PAGE und Western Blot der entsprechend vorbehandelten Arteriolen.
Carbogen n=10. Carbogen+NA n=10. Hypoxie n=11. Hypoxie+NA n=12.

5.3.2 Oxidativer Stress

Der Effekt von oxidativem Stress auf die Expression bestimmter fur die Kontraktion von
VSMC relevanter Proteine wurde untersucht, indem durch Eisenoxidperfusion isolierte
Arteriolen unter Carbogenbegasung zunéchst mit 10° M H,0, und anschlieRend mit
10" M Ang Il inkubiert wurden. Die Proteinexpression wurde anschlieRend mittels SDS-
PAGE und Western Blot analysiert.

Untersucht wurden die Proteine p38 MAPK und MLCy. Auf die Expressionsanalyse und
Auswertung der MK-2, dessen Substrat Hsp27 sowie der MYPT1 wurde aufgrund

methodischer Schwierigkeiten mit eingeschrankter Verwertbarkeit verzichtet.
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5.3.2.1 Verhalten der p38 MAPK

Fur die unphosphorylierte und phosphorylierte Form der p38 MAPK ergab sich jeweils

keine signifikant verstarkte Expression unter Versuchsbedingungen (Behandlung mit

10°M H,0,) im Vergleich zu Kontrollbedingungen. Ebenfalls zeigte sich keine
vermehrte Phosphorylierung der p38 MAPK (Abb. 20).
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Abbildung 20: Proteinexpressionslevel von p38 MAPK und seiner phosphorylierten Form P-p38 MAPK
nach SDS-PAGE und Western Blot der entsprechend vorbehandelten Arteriolen. P38 MAPK: Kontrolle
n=5, H,O, n=5. P-p38 MAPK: Kontrolle n=5, H,0, n=4.

5.3.2.2 Verhalten der MLC»g

Fur die phosphorylierte und unphosphorylierte Form der MLC,o zeigte sich ebenso

jeweils kein Unterschied in der Expression unter Einfluss von oxidativem Stress im

Vergleich zu Kontrollbedingungen.

Unter Einwirkung von 10° M H,O, war die phosphorylierte MLCo allerdings deutlich

reduziert verglichen mit der unphosphorylierten MLC, in der Behandlungsgruppe (Abb.

21, S. 51).
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1,000 +—— Kontrolle
mH202

Proteinlevel (relative Einheiten
normalisiert auf Actin)
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Abbildung 21: Proteinexpressionslevel der MLC,, sowie der phosphorylierten MLC,, (P-MLC20) nach
SDS-PAGE und Western Blot der entsprechend vorbehandelten Arteriolen. Kontrolle n=5, H,O, n=5.
H,0,(P-MLC,) vs. H,O,(MLCy): * p < 0,01.
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6 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung akuter Hypoxie/Reoxygenierung, kombiniert
mit Noradrenalingabe, und oxidativen Stresses auf die Angiotensin lI-Antwort afferenter
Arteriolen zu untersuchen. Wir priften die Hypothese, dass sowohl Hypoxie/Reoxy-
genierung als auch Applikation von H,O, zu verstarkter Reaktivitat von Arteriolen
fuhren. Die p38 MAPK reagiert auf verschiedene Stressoren und kann die Kontraktilitat
von Gefallen beeinflussen. Wir haben deshalb Signalwege einer p38 MAPK-Aktivierung

untersucht.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Noradrenalin in nicht-konstriktorischer Konzentration
unter Kontrollbedingungen und Hypoxie die Angiotensin IlI-Antwort afferenter Arteriolen
verstarkt. Dieser Effekt ist unter Kontrollbedingungen signifikant gréQ3er.
Wasserstoffperoxid-vermittelter oxidativer Stress bewirkt eine signifikante Verstarkung
der Angiotensin lI-Antwort auf Noradrenalin bei hoheren Konzentrationen von

Angiotensin Il.

Die Phosphorylierung der p38 MAPK war in den glatten Muskelzellen praglomerularer
Gefalle nach Hypoxie/Reoxygenierung mit oder ohne Noradrenalin nicht signifikant
verandert. Die MLCy pSerl9/20 ist nach Noradrenalin- bzw. Hypoxie mit
Noradrenalininkubation starker phosphoryliert. Unter Einfluss von H,O, dagegen zeigen
die Blots eine geringere Phosphorylierungsstérke. Die unphosphorylierte MLCy ist in
unseren Untersuchungen nach Noradrenalin- bzw. Hypoxiebehandlung starker
dargestellt. Ob dies in einer verstarkten Expression begrindet ist, ist allerdings fraglich

und soll im Weiteren diskutiert werden.

6.1 Hypoxie/Reoxygenierung

Hypoxie, gefolgt von einer Reoxygenierung mit Carbogen, bewirkt eine verstéarkte
Angiotensin [I-Antwort in unseren Experimenten mit isoliert perfundierten afferenten
Arteriolen der Maus. Dieser funktionelle Befund spricht flr eine posthypoxische bzw.
postischamische Konstriktion praglomeruléarer Gefal3e der Niere. Dieses Verhalten der
afferenten Arteriolen konnte das bekannte ,no reflow“-Phanomen in posthypoxischen
bzw. postischAmischen Nieren erklaren. Dabei kommt es z. B. nach Etablierung des
systemischen Blutdrucks zu keiner Reperfusion der Niere aufgrund erhéhten renalen
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Widerstandes (120). Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass die afferenten
Arteriolen einen wichtigen Beitrag zu diesem Ph&nomen leisten konnen. Diese
verstarkte renale Vasokonstriktion als Folge von Hypoxie ohne Reoxygenierung wurde
in verschiedenen anderen Studien mit anderen Methoden beobachtet. Hollenberg et al.
(121) konnten bei gesunden Probanden durch intraarterielle Adrenalininjektion ebenso
wie bei Patienten mit intrarenalem akuten, ischdmischen Nierenversagen eine starke
Konstriktion der Aa. arcuatae und Interlobararterien beobachten. Brabrand et al. (122)
beobachteten bei Ferkeln, die mit 8 % Sauerstoff beatmet wurden, eine starke
Konstriktion kortikaler Gefal3e. Dies war mit einem erhohten Widerstandsindex und
einer verlangerten arteriovenésen Durchgangszeit verbunden. Bei Ratten
demonstrierten Arendshorst et al. (123) nach einstindiger totaler, unilateraler Ischamie
einen verdoppelten GefaRwiderstand der betroffenen Niere. Der GefalBwiderstand
wurde indirekt aus der arteriovendsen Druckdifferenz und dem renalen Blutfluss
bestimmt und war sowohl in den afferenten als auch den efferenten Arteriolen erhoht.
Andere Studien zeigten bei Patienten mit akutem, ischamischem Nierenversagen eine
ausgepragte postischamische GFR-Reduktion mit einer Verminderung des Blutflusses
Uberwiegend im renalen Cortex (124-126). Eine weitere Untersuchung wies bei Ratten
4 und 8 Wochen, nachdem sie fir 60 Minuten einer totalen Ischamie mittels bilateralen
Nierenarterienverschlusses ausgesetzt waren, einen deutlichen Anstieg des mittleren
arteriellen Drucks nach Applikation einer Schwellendosis von Angiotensin Il nach (38).
Nach einer 30-tdgigen Phase von chronisch-intermittierender Hypoxie mit 10%igem
Sauerstoff beobachteten Guo et al. (127) eine verstarkte Angiotensin ll-induzierte
Konstriktion von Rattenaorten ohne vermehrte Expression des AT;i-Rezeptors.
Demgegenuber stehen andere Beobachtungen, denen zufolge die Expression des AT;-
Rezeptors sowohl nach chronisch-intermittierender (128,129) als auch nach
anhaltender Hypoxie (129) in den Gefal3en erhoht ist. In einer weiteren Studie kehrte
eine Blockade der Angiotensin II-Wirkung durch Enalapril, einen Inhibitor des
Angiotensin-konvertierenden Enzyms, und Candesartan, einen AT;-Rezeptor-
Antagonist, die Hypoxieeffekte in Rattennieren um (130): Nach schrittweiser Reduktion
des Sauerstoffanteils wahrend der Beatmung der Versuchstiere von 21 % auf 10 % kam
es zu einem Abfall des kortikalen Sauerstoffpartialdrucks und des renalen Blutflusses.
Die Applikation nicht-hypotensiver Dosen der 0. g. Pharmaka stellte die Ausgangswerte

wieder her.
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Die Mechanismen der aufgefuhrten Beobachtungen sind bisher nicht vollstandig geklart.
Die starke Konstriktion der praglomerularen Gefal3e resultiert aus aktiver
Vasokonstriktion durch Tonuserhdhung der glatten GefaRmuskelzellen. Mechanische
Faktoren wie Odeme, Wandveranderungen und Obstruktionen und metabolische
Ursachen wie Azidose und Methamoglobindmie wurden ausgeschlossen (124,125,131).
Der ausgepragte GFR-Abfall mit Verminderung der kortikalen Perfusion wurde mit einer
Abnahme des effektiven Filtrationsdrucks begrindet (123,126,132). Erhdhter Druck in
der Bowman-Kapsel aufgrund tubularer Obstruktion durch Zelltrimmer oder
gesunkener Perfusionsdruck der Kapillaren durch Aktivierung des tubuloglomerularen
Feedbacks mit starkerer Konstriktion der afferenten Arteriolen kommen als Ursache in
Frage (132). Andere Autoren vermuteten eine Aktivierung des Sympathikus als Ursache
der hochgradigen Vasokonstriktion (122). In einer anderen Studie wurde eine ischamie-
bedingte erhohte Sympathikusaktivitat mit Aktivierung des Renin-Angiotensin-Systems
als Ursache lokaler Vasokonstriktion vermutet (121). Basile et al. (133) beobachteten
eine erhohte Angiotensin llI-Sensibilitdt von Arterien nach ischamischem akutem
Nierenversagen und vermuteten als Ursache eine postischamisch erhdhte Aktivitat

inflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-1 sowie der iINOS und von Endothelin-1.

In unseren Untersuchungen wurde mit 95 % Stickstoff + 5 % Kohlendioxid begast und
damit eine noch strengere Hypoxie erzeugt (< 1 %) als in den erwdhnten Studien, die
mit 8 % bzw. 10 % Sauerstoff arbeiteten (122,127,130). In unseren Experimenten
erfolgte die Hypoxie unter in vitro-Bedingungen und damit sind systemische oder lokale

Effekte ischamischen bzw. hypoxischen Gewebes ausgeschlossen.

Die Ergebnisse der Studien, die sowohl eine vermehrte praglomerulare
Vasokonstriktion als auch eine verstarkte Angiotensin ll-Antwort der Gefal3e nach
Hypoxie bzw. Ischamie nachwiesen, unterstiitzen unsere Befunde. Die praglomeruléare
Vasokonstriktion kann auch durch eine verstarkte Angiotensin ll-Antwort der Gefalie
bedingt sein. Tubulare Obstruktionen oder eine Aktivierung des tubuloglomeruléaren
Feedbacks (123,126,132) und des Sympathikus (121,122) kénnen wir in unserem
Modell nicht beurteilen. Wir haben jedoch versucht, durch Noradrenalingabe eine
Aktivierung des Sympathikus zu simulieren. Die erhdhte Angiotensin ll-Antwort ist
unseren Ergebnissen zufolge wie von anderen Autoren vorgeschlagen (124,125,131)
auf eine aktive Vasokonstriktion auf Angiotensin Il zurickzufiihren. Durch die isolierte

Betrachtung der praglomerularen GefalRe wurde in unseren Untersuchungen der
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Einfluss anderer renaler und extrarenaler Faktoren vollstandig ausgeschlossen. Eine
gesteigerte Konstriktion praglomeruléarer Gefal3e nach Hypoxie/Reoxygenierung ist

demzufolge allein durch gefal3eigene Mechanismen erklarbar.

6.2 Hypoxie/Reoxygenierung und Noradrenalin

Unser Interesse lag auf3erdem in der Frage, wie Noradrenalin als Transmitter des
sympathischen Nervensystems zusatzlich auf den schon vorhandenen Effekt von
Hypoxie, die GefalRantwort auf Angiotensin Il zu verstarken, wirken kénnte. Dazu haben
wir zunachst die Wirkung von Noradrenalin ohne Hypoxie untersucht, indem wir
praglomerulare Gefal3e unter Normoxie mit Angiotensin Il behandelten. Es zeigte sich,
dass Noradrenalin allein bereits die Angiotensin IlI-Antwort von Gefal3en steigert.

Die Interaktion von Noradrenalin und Angiotensin Il wurde bereits mehrfach untersucht,
jedoch meist mit einer anderen Fragestellung als in der vorliegenden Arbeit. Zunachst
wurden als Wirkungsort der sympathisch vermittelten Vasokonstriktion die Interlobar-
und Interlobulararterien sowie die afferenten und efferenten Arteriolen identifiziert
(134,135). Eine Noradrenalin-vermittelte Steigerung der Angiotensin llI-Antwort wurde
unseres Wissens bisher nur in afferenten Arteriolen gezeigt (135,136). Der Interaktion
von Angiotensin Il und Noradrenalin zugrunde liegende Mechanismen sind in Studien
untersucht worden. Es gibt Hinweise auf gemeinsame intrazelluléare, calciumabhéngige
Signalwege, die zur Erhéhung der intrazellularen Calcium-Konzentration und somit zur
Kontraktion der glatten Gefal3muskelzellen fuhren (136-138), als auch eine erhéhte
Calciumsensitivitdt der glatten GefalBmuskelzellen (71). Letztere Studie zeigte eine
starkere Phosphorylierung der MLC, und der MYPT1, ohne dass die Calcium-
transienten vergrof3ert waren. Dies weist auf Erh6hung der Calciumsensitivitdt unter

diesen experimentellen Bedingungen hin.

Noradrenalinapplikation mit Hypoxie/Reoxygenierung verstarkte ebenfalls die
Angiotensin lI-Antwort. Dieser Verstarkungseffekt war in den untersuchten kleinen,
kortikalen GefalRen jedoch signifikant schwacher als unter Normoxie. Man kénnte
hieraus ableiten, dass die sympathische Aktivierung bei Hypoxie nur eine
untergeordnete Rolle bei der Reaktion afferenter GefalRe spielt. Kaufmann et al. fanden
ebenfalls eine deutliche Verstarkung der Angiotensin lI-Antwort unter Einfluss von

Hypoxie und Noradrenalin (135). Das Protokoll entsprach dem der vorliegenden Arbeit
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(Inkubation der praparierten GefaRe mit 95 % N, und 5% O, und 10° M Noradrenalin
fur eine Stunde, anschlieRend Perfusion). Kaufmann et al. verwendeten Interlobar-
gefaRe der Maus. Diese zeigen eine verhaltnismaRig schwache Antwort auf
Angiotensin Il. Diese wurden isometrisch gemessen, wahrend die Arteriolen in der
vorliegenden Arbeit unter isotonischen Bedingungen arbeiteten. Die Ergebnisse beider
Studien weisen auf unterschiedliche funktionelle Antworten grof3er und kleiner arterieller
Nierengefal3e unter Kontrollbedingungen sowie bei Hypoxie/Reoxygenierung und
Noradrenalingabe hin. Eine weitere Studie, die den Sympathikuseinfluss unter Hypoxie
untersucht hat, zeigte deutlich angestiegene pra- und postglomerulére
GefalRwiderstande, eine vermehrte renale Vasokonstriktion sowie einen reduzierten
glomerularen Ultrafiltrationskoeffizienten (139). Die Messungen erfolgten an Kaninchen,
die eine Stunde mit 10 % bzw. 14 % Sauerstoff beatmet wurden. Die Ergebnisse
fuhrten die Autoren allerdings nur auf eine Reflexaktivierung des Sympathikus zuriick
und schlossen direkte Hypoxieeffekte auf die renale Mikrovaskulatur aus, da alle
Variablen nach Ende der Hypoxie rasch auf Kontrollniveau zuriickkehrten und alle

beobachteten Reaktionen durch renale Denervation aufgehoben werden konnten.

Unsere Arbeit zeigt, dass Noradrenalin die Angiotensin II-Antwort der praglomerularen
Gefal3e verstarkt. Der Einfluss von Noradrenalin ist unter Kontrollbedingungen deutlich
groRer als unter Hypoxie. Ob p38 MAPK Signalwege und eine Sensitivierung des
kontraktilen Apparats fur Calcium eine Rolle spielen, kann mit den

Phosphorylierungsdaten nicht endguiltig geklart werden.

6.3 p38 MAPK Signalwege

Wir priften die Hypothese, dass die p38 MAPK durch Hypoxie/Reoxygenierung aktiviert
wird und zur Verstarkung der Angiotensin ll-Antworten der GefalRe via Calcium-
sensitivierung beitrdgt. Dazu wurden Expressionsuntersuchungen von Proteinen des

hypothetischen Signalweges durchgefihrt.

6.3.1 p38 MAPK

Die Unterschiede in den Phosphorylierungsstarken der p38 MAPK, gemessen mittels

Western Blot, waren nicht signifikant.
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Studien, die die Interaktion von Hypoxie, Noradrenalin und Angiotensin Il mit p38 MAPK
in praglomerularen Gefalien untersuchten, sind uns nicht bekannt. Park et al. studierten
die Expression der MAPKs in der gesamten Niere nach bilateraler Ischamie bis zu 30
Minuten (140). Sie fanden eine maximale Aktivierung der p38 MAPK nach 30 Minuten.
Ob diese postischamische Aktivierung vor allem auf die glattmuskularen Gefal3zellen
oder auf Tubulusepithel o.a. zurtckzufihren ist, bleibt unklar. Andere Studien wiesen
nach bis zu 3-stindiger Hypoxie eine ausgepragte Aktivierungssteigerung der p38
MAPK in Pulmonalisarterien bzw. pulmonalarteriellen glattmuskularen Zellen nach
(141,142). Karamsetty et al. beschrieben zudem, dass die p38 MAPK die anhaltende
Phase der hypoxischen Vasokonstriktion vermittelt (142). Dies wurde von weiteren
Untersuchungen bestétigt, die in Pulmonalisarterien eine endothelunabhangige Rolle
der p38 MAPK in der spaten Phase der Vasokonstriktion nach ungefahr 30 Minuten und
ein Aktivitatsmaximum der MAPK an Tag sieben nach Beginn einer Versuchsreihe an
Ratten in einer Hypoxiekammer nachwiesen (143,144).

Die Ergebnisse zur Aktivierung der p38 MAPK durch Hypoxie in Pulmonalarterien sind
Uberzeugend. Welsh et al. veréffentlichten eine Ubersicht mit Daten, die sie zuvor in
Fibroblasten pulmonaler und systemischer Gefale mehrerer Spezies erhoben hatten
(145). Sie zeigten sowohl fir Ratten als auch fur Menschen, dass die p38 MAPK nach
Hypoxie in pulmonalen Gefal3en aktiviert wird, jedoch nicht in gro3en Leitungsgefal3en.
Dies deutet darauf hin, dass von pulmonalen Gefal3en nicht auf systemische bzw.
praglomerulare GefaRe geschlossen werden kann. Es ist daher sinnvoll, andere
methodische Zugéange fiur die Untersuchung der Proteinphosphorylierungen in

praglomerularen Gefalden zu testen.

6.3.2 MYPT1

Die molekularbiologischen Untersuchungen zur Expression und Phosphorylierung der
MYPT1 unter Einfluss von Hypoxie und Noradrenalin erbrachten keine signifikanten

Ergebnisse.

Lai et al. konnten eine starkere Phosphorylierung der MYPT1 (pThr696) bei
Noradrenalinvorbehandlung und nachfolgender Angiotensin [I-Gabe im Vergleich zu
alleiniger Angiotensin lI-Gabe in afferenten Arteriolen zeigen (71). Dies korrelierte mit

einer erhohten Vasoreaktivitat auf Angiotensin Il unter diesen Bedingungen. Die
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Autoren verwendeten allerdings abweichende Konzentrationen (10* M Noradrenalin,
10" M Angiotensin Il) und Expositionszeiten (jeweils 10 Minuten, Vgl. 4.4.1).
AulRerdem arbeiteten sie unter Raumatmosphére statt Carbogen und Hypoxie. Teoh et
al. fanden in Rattenaorten und humanen glattmuskularen Zellen der Aorta gesteigerte
Proteinlevel der MYPT1 nach 16- und 48-stindiger Exposition mit Hypoxie (146).
Effektoren bzw. zugrunde liegende Mechanismen wurden nicht untersucht. Andere
Studien pruften die Wirkung von 1-100 Minuten Hypoxie (15-23 Torr) auf pulmonale
Arterien und glattmuskulare Zellen pulmonaler Arterien von Ratten (147,148). Sie
wiesen eine vermehrte MYPT1 mit konsekutiver Hemmung der MLCP und vermehrter
MLCzo-Phosphorylierung nach. Die Gesamtproteinmenge der MYPT1 war unveréandert.
Beide Studien fuhrten die Phosphorylierung der MYPTL1 auf die durch Hypoxie aktivierte
Rho Kinase zurlck. Auch Chen et al. zeigten in Koronararterien von Schweinen eine
gesteigerte MYPT1-Phosphorylierung nach Hypoxie (25-30 Torr) in Kombination mit
einem vasokonstriktorischen Thromboxan Aj;-Rezeptor-Antagonist (149). Ein Inhibitor
der Rho Kinase verhinderte hier den hypoxischen Effekt. Die Ergebnisse dieser Studien
weisen darauf hin, dass pulmonale hypoxische Vasokonstriktion Signalwege via MYPT1

einschliefit.

In Koronararterien von Schweinen fanden Wardle et al. nach 10- bis 20-minutiger
Hypoxie mit 100 % N, eine Hemmung der MYPT1-Phosphorylierung und verminderte
MLCyo-Aktivierung, die mit Vasorelaxation einherging (150,151). Als Mediator dieses
Hypoxieeffekts identifizierten sie die Rho Kinase. Uber welchen Mechanismus die Rho
Kinase die hypoxische Relaxation vermittelt, ist bislang unbekannt. Die Autoren

vermuten allerdings eine Ca**-desensibilisierende Reaktion (151).

6.3.3 MLCyx

Unsere Untersuchungen zur Regulation der MLC, durch Noradrenalin und
Hypoxie/Reoxygenierung zeigten unter Noradrenalineinwirkung starkere Banden fir das
unphosphorylierte Protein und auch fur die phosphorylierte Form. Nach Hypoxie/
Reoxygenierung, auch in Kombination mit Noradrenalin, waren diese Effekte nicht

nachweisbar.

Eine hemmende Wirkung von Hypoxie auf eine zuvor durch Noradrenalin induzierte,

vermehrte Phosphorylierung der MLC,, dokumentierten weitere Studien ebenfalls nach
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48-stuindiger Hypoxie in Rattenaorten (146,152). Nach 40-minutiger totaler renaler
Ischamie in Ratten und anschlieBender Reoxygenierung lber 24 Stunden in vivo
wiesen auch Wang et al. eine verminderte MLCyo-Phosphorylierung nach. Dies ging mit

einer Reduktion von unphosphorylierter MLC,, und MLC2-mRNA einher (153).

Einen Anstieg der MLCy-Phosphorylierung wurde von anderen Autoren in
Pulmonalarterien und Karotiden sowie Aorten von Ratten nach bis zu einstundiger,
akuter oder chronisch-intermittierender Hypoxie demonstriert (127,148,154,155). Sie
zeigten jedoch in beiden Gefaldtypen eine rapide Verminderung der MLCy-Aktivierung,
sodass die gemessenen Werte innerhalb von 10 Minuten unter das Ausgangsniveau
fielen (155). Die von Guo et al. (127) gemessene erhthte Angiotensin II-Sensibilitat der
glatten Muskelzellen von Rattenaorten geht ihnen zufolge auf eine hypoxiebedingt
vermehrte Phosphorylierung von MLCK und MYPT1 zurtick (127).

Eine starkere Aktivierung der MLC,, durch Hypoxie wurde in Pulmonalarterien und
Karotiden nach chronisch-intermittierender Hypoxie demonstriert. Man koénnte
annehmen, dass akute Hypoxie allein als Stimulus einer Phosphorylierung nicht gentgt.
Ergebnisse unseres und anderer Labore (146,152,153), die eine Phosphorylierungs-

hemmung durch Hypoxie zeigten, unterstitzen diese Annahme.

Sollte Hypoxie tatsachlich die Phosphorylierung der MLC,, durch Noradrenalin
inhibieren, erklart dies allerdings nicht die durch Noradrenalin erhohte Menge an
unphosphorylierter MLCy in unseren Untersuchungen bzw. die verminderte Menge an
MLC2 und MLC,0-mRNA in den Experimenten von Wang et al. (153). Die Autoren
homogenisierten jedoch die gesamte Niere als Probe. lhre Ergebnisse umfassen
demzufolge nicht allein die praglomerulédren, sondern auch die gré3eren Gefal3e und
vor allem Tubuli. Sie erklaren die verringerte Expression der MLC,o mit einer Stérung

des Aktin-Zytoskeletts infolge akuten, ischdmischen Nierenversagens.

In unseren molekularbiologischen Untersuchungen zu Carbogen + Noradrenalin ist die
phosphorylierte MLC,, im Vergleich zur unphosphorylierten um etwa das 1,5-fache
erhoht. Die Phosphorylierung verstarkt sich nach Noradrenalingabe signifikant. Auch die
unphosphorylierte Form lasst sich hier verstarkt nachweisen. Dies lasst sich anhand
unserer Daten schwer interpretieren. Es sind weitere Untersuchungen uber
Transkriptions- und Translationsaktivitdt sowie posttranslationelle Kontrolle des Proteins
notig.
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Es wurde bereits von anderen Autoren beschrieben, dass die Phosphorylierung der
MLC,o nach einer Stimulation innerhalb von 3 Sekunden ihr Maximum erreichen und
innerhalb von 30 Sekunden auf Ruheniveau zurickgehen kann, wéahrend die Kraft
beibehalten wird (102). In den Perfusionsexperimenten konnten wir signifikant starkere
Konstriktionen in allen Versuchsgruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen zeigen.
Fir die Versuchsbedingung Carbogen + Noradrenalin ging das mit einem vermehrten
Nachweis der MLC,, bzw. der Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle einher.
Moglicherweise verhindert die recht gro3e individuelle Variabilitdt der Messwerte des
Western Blots eine statistische Absicherung der Unterschiede fur die anderen
Versuchsbedingungen.

6.4 Oxidativer Stress

Hypoxie/Reoxygenierung kénnen  zur  verstarkten Bildung von  reaktiven
Sauerstoffspezies fuhren (16). Wir haben deshalb die Effekte von H,0O,, einem
popularen Vertreter der Gruppe der reaktiven Sauerstoffspezies, auf die Funktion von

afferenten Arteriolen untersucht.

In den Experimenten zeigte sich, dass H.O, in hohen Konzentrationen (10 bis 10° M
H.O,) die Angiotensin lI-Antwort der Arteriolen verstarkt. Bagi et al. untersuchten die
Angiotensin II-Antwort von Arteriolen des Musculus gracilis (156). Nach einer ersten
GefaRperfusion mit 10° bis 10”7 M Angiotensin Il und anschlieRender Auswaschung
wurden die GefaRe mit 10”7 M H,0, behandelt und erneut mit steigenden Angiotensin II-
Konzentrationen perfundiert. Im zweiten Perfusionsdurchgang waren die Konstriktionen
auf Angiotensin Il deutlich verstarkt. Eine mdgliche Ursache der erhdhten
Gefalreagibilitat ist eine Veranderung der Angiotensin-Rezeptoren unter der
Einwirkung oxidativen Stresses. Der Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und
einer bei Patienten mit arterieller Hypertonie oft beobachteten AT;-Rezeptor-
Hyperreagibilitat wurde in weiteren Studien gepruft (157,158). Sie zeigten in humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK-Zellen) mit AT;-Rezeptor-Expression nach Stimulation
mit 2*10° M bis 4*10*M H,0, (157,158) und 10°M Ang Il (157) eine vermehrte
Aggregation der AT;-Rezeptoren. Es ist demzufolge méglich, dass H,O, schon allein
Uber die beschriebene Induktion der Clusterbildung von AT;-Rezeptoren die

Angiotensin II-Antwort verstarkt.
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Fellner und Arendshorst, die ebenfalls die Wirkung von H,O, auf die Angiotensin Il-
Stimulation afferenter Arteriolen untersuchten, zeigten, dass die Calciumantwort auf
3*10”" M Angiotensin Il nach Vorbehandlung mit 10° und 10° M H,0, im Vergleich zur
Kontrolle ohne H,0, abgeschwacht war (159). Sowohl eine Stimulation mit 107 M H,0,
als auch mit Katalase zeigten keinen Effekt. Eine Behandlung der Gefaf3e mit Tempol,
einem Enzym ahnlich der Superoxiddismutase, oder dem NAD(P)H-Oxidase-Inhibitor
Apocynin fuhrte zu einem deutlich abgeschwachten Calciumanstieg nach
Angiotensin lI-Stimulation. Die Autoren schlussfolgerten daher, dass nicht H,O,,
sondern Superoxid an der Vermittlung der Angiotensin II-Antwort beteiligt ist und H,O;
in Konzentrationen von 10 M oder héher dilatorisch wirkt (159).

Torrecillas et al. sahen eine vollstandige Hemmung der Calciumantwort auf 10° M
Angiotensin Il durch Katalase (160). Dies spricht fiir eine Beteiligung von H,O, an der

Vermittlung der Angiotensin II-Antwort.

6.5 p38 MAPK und oxidativer Stress

Wir untersuchten, inwieweit die p38 MAPK an der von uns beobachteten Verstarkung
der Angiotensin ll-Antwort afferenter Arteriolen auf H,O, beteiligt sein kénnte. Dazu
wurden isolierte Arteriolen mit H,O, stimuliert und die Phosphorylierung des Proteins

mittels Western Blot gemessen.

6.5.1 p38 MAPK

Die Expression der p38 MAPK wurde in Nierenarteriolen nach einer zehnmindtigen
Stimulation mit 10°M H,O, und einer finfminitigen Behandlung mit 107 M
Angiotensin Il untersucht. Die p38 MAPK war nach H,;0,-Behandlung und
Angiotensin II-Stimulation nicht starker phosphoryliert als in der unbehandelten

Kontrollgruppe.

Dies steht im Gegensatz zu Befunden von Cascino et al. (79), die Karotiden von Ratten
perivaskuldr mit 5*10”7 M Angiotensin Il + Katalase bzw. Superoxiddismutase bzw. dem
p38 MAPK-Inhibitor SB203580 behandelten. Sie entdeckten, dass Angiotensin Il die
p38 MAPK uber H,O, aktiviert. Dies fuhrt zu einer vaskularen Dysfunktion mit stark
beeintrachtigter Relaxation auf die Agonisten Acetylcholin und Nitroprussid-Natrium.

Katalase hemmte vollstandig die Angiotensin ll-induzierte Phosphorylierung der p38
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MAPK. Gabe von Superoxiddismutase, ein Enzym, welches Superoxid zu H,O;
umwandelt, hatte zudem eine Verstarkung der Angiotensin ll-induzierten Schéadigung
zur Folge. Auch Viedt et al. zeigten in Zellen von Rattenaorten eine ROS-abhangige
Aktivierung der p38 MAPK durch Angiotensin Il (78). Das Maximum der p38 MAPK-
Aktivitat war innerhalb von 5 Minuten erreicht, bereits nach 15 Minuten sanken die
Werte wieder auf Basalniveau.

Touyz (97) stellte in einem Ubersichtsartikel dar, dass die p38 MAPK kein direktes
Substrat von ROS ist. Vielmehr seien vorgeschaltete Modulatoren der MAPK direkte
ROS-Substrate, wie MAPK-Kinasen oder Tyrosinkinasen. Der Autor beschrieb jedoch
auch die Aktivierung der Rho Kinase durch ROS (97). Von anderen Autoren wurde
bereits gezeigt, dass die Rho Kinase tber die MYPT1 die MLC, aktiviert und so zur
glattmuskularen Kontraktion fuhrt (147,148,150,151). Welche Rolle die p38 MAPK in
diesem Signalweg spielt, ist bislang unklar. In allen Studien, die einen Zusammenhang
zwischen ROS und der p38 MAPK herstellen, wird ebenfalls Gbereinstimmend darauf

hingewiesen, dass der Signalweg nicht vollstandig bekannt ist.

In unserer Studie wurden die p38 MAPK und die phosphorylierte P-p38 MAPK nach der
Behandlung mit H,O, in einem Verhaltnis von ungefahr 1:1 bestimmt. Auch das spricht
eher gegen eine Aktivierung der p38 MAPK unter unseren Versuchsbedingungen. Wir
erwarteten eine Aktivierung, da p38 MAPK auf Stresssituationen, wie z. B. oxidativen
Stress reagiert. Moglicherweise unterliegt die Aktivierung einer Dynamik. Viedt et al.
beobachteten eine Absenkung der p38 MAPK-Aktivitdit auf Basalniveau nach
Stimulation mit entsprechender Aktivitdtserhéhung in einem Zeitbereich, welcher der

Dauer unseres Versuchs entsprach (78).

Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass die H,O.-induzierte Verstarkung der
Angiotensin II-Antwort von afferenten Arteriolen eine Beteiligung der p38 MAPK nicht

einschliefit.

6.5.2 MLCyx

Wir bestimmten die Expression der MLC,g in glatten Muskelzellen der Nierenarteriolen
nach einer zehnminitigen Stimulation mit 10° M H,0,, gefolgt von einer fiinfminiitigen
Behandlung mit 10”7 M Angiotensin . Dieses Protokoll entsprach im Wesentlichen dem

Vorgehen bei der Behandlung von isoliert perfundierten Arteriolen mit H,O,. Es zeigte
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sich, dass in der mit H,O, behandelten Gruppe die Proteinmenge der MLCy im
Vergleich zur phosphorylierten P-MLC, deutlich hher war bzw. die Phosphorylierung
nach H,O,-Behandlung annahm. Das deutet darauf hin, dass es zur Blockierung der
Phosphorylierung der MLC,y kam. Palen et al. (161) untersuchten den Einfluss von
H,O, und Angiotensin Il auf die Phosphorylierung der MLCy in humanen
glattmuskularen Zellen der Arteria renalis. Fir die fiinfminitige Behandlung mit 10° M
H.O, wiesen sie eine signifikante Hemmung der MLCy-Phosphorylierung nach,
wohingegen 107 M Angiotensin Il (iber 5 Minuten zur Erhéhung der MLCyq-
Phosphorylierung fithrte. Vorbehandlung der Zellen mit 5*10°M H,O, und
anschlieBende Stimulation mit 107 M Angiotensin Il resultierte erneut in einer deutlich
erniedrigten Phosphorylierung der MLC, (Abb. 22).
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Abbildung 22: MLCyy(Lc20)-Phosphorylierung relativ bezogen auf Kontrolle (CTR) ((161), leicht
modifiziert). Humane VSMC wurden mit 100 nM Angiotensin Il (und 50 uM H,0,) fiir 5 Minuten behandelt.
Angiotensin Il vs. Kontrolle: * p <0,05. H,O, + Angiotensin Il vs. Kontrolle: # p < 0,05.

In der Studie von Palen et al. zeigte sich jedoch auch ein starker Anstieg der MLCyo-
Phosphorylierung unter Einwirkung von 5*10° M H,O, und Hinzugabe von 60 mM
Kaliumchlorid (161). Auch in einem Ubersichtsartikel von Ardanaz und Pagano (162)
werden verschiedene Studien angefuhrt, die zeigten, dass eine erhdhte extrazellulare
Kaliumkonzentration mit einer kontrahierenden Wirkung von H,O, einhergeht. Die kann
Ca®"-abhangig oder -unabhéngig sein. H,O, kann bei erniedrigter Kaliumkanalaktivitat
relaxierend, also vasodilatorisch wirken (162). Santiago et al. fanden in ihren

Perfusionsexperimenten an Koronar- und Mesenterialarterien ebenfalls unterschiedliche
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H,O,-Effekte und vermuteten, dass dies vom Redoxstatus der GefaRwand abhangig ist
(93). Torrecillas et al. beobachteten allerdings eine direkte kontraktionsstimulierende
Wirkung von H,O, (160). In glattmuskularen Zellen von Rattenaorten zeigten sie, dass
Katalase zur vollstandigen Hemmung der MLCy-Phosphorylierung, induziert durch
Angiotensin Il, fuhrt. Katalase hatte nachweislich keinen Effekt auf die IP3-Synthese,
verhinderte aber den Angiotensin Il-induzierten Ca**-Anstieg in den Zellen. Auch in
Aortenringen inhibierte Katalase die Konstriktion als Antwort auf Angiotensin Il (160).
AbdAlla et al. konnten in HEK-Zellen neben einer ausgepréagten Senkung des
Angiotensin ll-induzierten Ca**-Anstiegs auch eine Verminderung der IP3-Bildung durch
Angiotensin Il beobachten (158). Diese Studienergebnisse weisen darauf hin, dass

H.O, fur die glattmuskulare Kontraktion nach Angiotensin II-Exposition notwendig ist.

Es stellt sich die Frage, warum in unseren Versuchen eine deutlich verminderte

Phosphorylierung der MLC,o zu beobachten war, obwohl die Kontraktion verstarkt war.

Verschiedene andere Studien zeigen auch Uberraschenderweise keine enge Korrelation
von MLCyo-Phosphorylierung und glattmuskuléarer Kontraktion (112,163,164). Allerdings

sind die Ursachen und Mechanismen dieses Verhaltens nicht bekannt.
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