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Abstract (english)

Study outline: The juxtaglomerular apparatus (JGA) of the kidney constitutively
expresses the cyclooxygenase-2 (COX-2) and the neuronal isoform of nitric oxide
synthase (NOS1). These enzymes act to regulate renal function and renin
biosynthesis. Aim of this study was to corroborate the hypothesis that interactive
aspects between NOS1 and COX-2 play a role in JGA function. To do so the
expression of these enzymes was determined in NOS1 deficient (NOS1-/-) and
COX-2 deficient (COX-2-/-) mice. | have further investigated whether reactive
oxygen species (ROS) may modify the expression of NOS1 and COX-2 in the
JGA, and whether such an effect is relevant to juxtaglomerular signalling. To this
end, the NADPH-oxidase inhibitor, apocynin, was systemically applied in
spontaneously hypertensive rats (SHR) and Wistar Kyoto control rats (WKY).
Effects of the treatment on oxidative stress markers, blood pressure, and on the

expression of JGA enzymes were studied.

Study protocol and results: Under baseline condition, NOS1-/- mice revealed an
attenuation of renal renin mRNA expression to 64% and plasma activity of the
enzyme (PRA) to 53%, whereas COX-2 and renin protein were unchanged
compared to control littermates. Dietary sodium depletion increased COX-2
protein levels to similar extent in both strains, whereas sodium loading had
opposite effects. In agreement with earlier data, COX-2-/- mice showed an
abnormal renal morphology. The overall kidney size and number of glomeruli was
reduced as compared to wildtype littermates. Glomeruli in the subcapsular portion
of the renal cortex of COX-2-/- were smaller and displayed an immature
phenotype. Juxtamedullary glomeruli were intact, but hypertrophied and showed
sclerosis with advanced age. JGA-NOS1 expression and activity were increased
1.6- and 1.2-fold in the subcapsular and 2.7- and 3.4-fold in the juxtamedullary
layer of the renal cortex. Renin biosynthesis was diminished (62%) as compared
to controls.

To study the role of ROS, young SHR and WKY received the specific NADPH
oxidase inhibitor, apocynin, during 3 weeks. Strains were tested for renal
functional and JGA histochemical parameters, plasma renin activity (PRA), and
24h urinary isoprostane excretion (IP) as a measure of ROS activity. IP in
untreated SHR was 2.2-fold higher and NOS1 immunoreactiviy (IR) of JGA 1.5-
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fold higher, than in WKY. COX-2 IR was reduced to 35%, renin IR to 51%, and
PRA to 7% of WKY levels. Apocynin treatment reduced IP in SHR to 52%, NOS1
IR to 69%, and renin IR to 62% of untreated SHR, whereas renin mRNA, COX-2
IR, GFR, PRA. and systolic blood pressure remained unchanged. WKY generally

revealed no changes under apocynin treatment.

Conclusions: These studies have permitted to gain insight into the interactions
between NOS1 and COX-2 and may thus contribute to a better understanding of
JGA function. Expression of COX-2 in the JGA of the mouse kidney does not
depend on the activity of NOS1, whereas COX-2-derived metabolites have an
inhibitory effect on the synthesis of NOS1. In agreement with this, COX-2-/-
deficient mice reveal an increased juxtaglomerular expression of NOS1 in
association with glomerular pathology, suggesting a causative role of NO in local
hyperperfusion. Increased levels of NOS1 in the JGA are related with local ROS
production in hypertension. Antioxidant-induced normalization of NOS1 indicates a
role for juxtaglomerular NADPH oxidase expression but does not support a

systemic impact for local ROS in raising blood pressure.

Keywords: Nitric oxide synthase, cyclooxygenase, NADPH oxidase

Abstract (deutsch)

Einleitung: Im juxtaglomerularen Apparat der Niere (JGA) werden die neuronale
Isoform der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS1) und die induzierbare Isoform der
Cyclooxygenase (COX-2) exprimiert. Beide Enzyme weisen Ahnlichkeiten im
Expressionsmuster auf und sind an der Langzeit-Regulation der Nierenfunktion
und an der Steuerung der Aktivitat des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems
(RAAS) beteiligt. Versuche zur Aufklarung der Mechanismen einer eventuellen
Interaktion erbrachten jedoch widerspruchliche Resultate. Gegenstand der
vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der JGA-Enzymexpression in
NOS1 defizienten (NOS1-/-) bzw. COX-2 defizienten (COX-2-/-) Mausen. Ein
weiterer Teil der Studie diente der Untersuchung der Auswirkungen einer
Behandlung mit dem NADPH-Oxidase-Inhibitor Apocynin auf Blutdruck, oxidativen
Stress und die Expression der JGA-Enzyme in spontan hypertensiven Ratten
(SHR) und Wistar-Kyoto-Kontrolltieren (WKY).



Resultate: Der Vergleich zwischen Kontrolltieren und NOS1-/- Mausen zeigte
keine Unterschiede der basalen JGA-assoziierten COX-2 Immunreaktivitat (IR).
Auch die basale Renin IR war nicht unterschiedlich. Im Gegensatz dazu waren die
basale Renin mRNA und Plasma-Reninaktivitat (PRA) bei NOS1-/- Mausen auf
64% bzw. 53% verringert. Eine Diat mit niedrigem Salzgehalt fuhrte bei
Kontrolltieren und NOS1-/- Mausen gleichermassen zu einer Steigerung, eine Diat
mit hohem Salzgehalt hingegen bei beiden Gruppen zu einer Verminderung
der COX-2 IR.

Der Vergleich zwischen Kontrollmdusen und COX-2-/- Mausen zeigte in erster
Linie erhebliche renale Strukturveranderungen. In Ubereinstimmung mit
publizierten Daten waren die Nieren der COX-2-/- Mause kleiner und beinhalteten
weniger Glomeruli als die der Kontrolltiere. Besonders in der subkapsularen
Region des renalen Kortex waren die Glomeruli unreif bzw. hypoplastisch und
enthielten weniger Zellen. Im Gegensatz dazu waren die Glomeruli der tieferen
Regionen deutlich hypertrophiert. Die Quantifizierung von NOS1 IR und NADPH-
Diaphoraseaktivitat zeigte im Vergleich zu den Kontrolltieren signifikant
gesteigerte Mengen in den normal entwickelten Glomeruli (1,6- bzw. 1,2-fache
Steigerung subkapsular, und 2,7 bzw. 3,4-fache Steigerung juxtamedullar).
Die Gesamtanzahl der Renin-positiven JGA war auf 62% vermindert. Altere COX-
2-/- Mause zeigten eine signifikante Zunahme glomerulosklerotischer Lasionen in
den hypertrophierten Glomeruli.

Der Vergleich von SHR und WKY zeigte erhdhte Blutdruckwerte, eine auf das 2,2-
Fache gesteigerte Ausscheidung von 8-Isoprostan F2a im Urin (IP), eine auf das
1,5-Fache vermehrte NOS1 IR, sowie eine auf 35% bzw. 51% verringerte COX-2
bzw. Renin IR bei den hypertensiven Tieren. Renin mRNA Expression und PRA
waren auf 43% bzw. auf 7% reduziert. Die Gabe von Apocynin fuhrte bei den SHR
zu einer Reduktion der IP-Ausscheidung und NOS1 IR auf 52% bzw. 69%. COX-2
IR, Renin mRNA Expression und PRA blieben dabei unverandert. Die Renin IR

war auf 62% vermindert.

Schlussfolgerungen: Die vorliegende Arbeit liefert Aufschlisse Uber das
Zusammenwirken von NOS1- und COX-2-Produkten im JGA. Physiologische und
pathologische Zusammenhange der Funktion des JGA werden hierdurch klarer.
Im einzelnen konnte gezeigt werden, dass die Regulation der Expression von

COX-2 im JGA der Maus unabhangig von der Wirkung von NOS1 erfolgt.
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Hingegen wirken COX-2 Produkte inhibitorisch auf die Synthese von NOS1 hin.
Bei Abwesenheit von COX-2 hat NOS1 offenbar férdernde Wirkung auf
glomerulosklerotische Veranderungen. Eine gesteigerte NOS1 Expression bei
experimenteller Hypertonie hangt von ortlicher Sauerstoffradikalbildung ab. Wird
ein Antioxidans verabreicht, normalisiert sich dieser Parameter. Allerdings wird der
Gedanke, dass reaktive Sauerstoffspezies Ursache flr juxtaglomerular veranderte
COX-2- und Reninwerte sowie far vom JGA ausgehende

Blutdruckverschiebungen sind, durch die Befunde nicht gerechtfertigt.

Schlagworter: NO Synthase, Cyclooxygenase, NADPH Oxidase



Im Text verwendete ADKUIZUNGEN.........ccccriiiiemrriiesr s 9

T EINIEIHUNG .. 1
1.1 Physiologie der HarnbiladUNg.................ooouueeeoiieeeeeee e 11
1.2  Regulatorische Enzymsysteme im JGA .........oooo oo oottt a e e s 12

1.21 Das Renin-Angiotensin-Aldosteronsystem............cooiiiiiiiiiiiiee i 13
1.2.2 Das L-Arginin-NO SYSEM ......ccoiuiiiiiiiiii e 15
1.2.3  Das Arachidonsaure-ProstaglandinsSystem ............cccccoiiiiiiiiii e 16
1.24 Regulation der JGA-assoziierten Expression von NOS1, COX-2 und Renin ............. 17
1.3 Rolle reaktiver Sauerstoffspezies bei der Regulation des JGA............ccoceevivvieeeeciineennne. 20

2 Herleitung der Aufgabenstellung..........ccccoiiiinniin 24

3 Material und Methoden.............. s e 26
3.1 Versuchstiere Und BERANAIUNG ............cccooeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 26

3.1.1 Versuchstiere fiir die Etablierung der COX-2-Immunfluoreszenz..............cccccueeeeeeen.. 26
3.1.2  Versuchstiere fiir die Untersuchung des Effektes von Bumetanid auf die Expression
VON COX-2 N AEI MAUS ...coiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e nnraeeeeeaens 26
3.1.3  Versuchstiere fur die Studien an COX-2-defizienten Mausen (COX-2-/-) .......ccccueeee. 27
3.1.4  Versuchstiere fur die Studien an NOS1-defizienten Mausen (NOS1-/-)........cccouueeee. 27
3.1.5  Versuchstiere fur die Untersuchung der Effekte von Apocynin in SHR und WKY ......28
3.2 Perfusionsfixierung und Gewebepraparation .................cccocvocueoeeoieeiesiee e 29
3.3  Bestimmung der Plasmaaktivitdt vONn ReNIN...............ccoceeiiiiiiiiiiee e 31
3.4  Bestimmung der Urinausscheidung von 8-1S0-Prostan F2¢ ............ccccccocuevecvineescceeen, 31
3.5  Morphometrische Untersuchungen an COX-2-/- MEUSEN ...........cccoeevvceeeisiiieaeeieeeee 32
3.6 DIGPRNOIrGSEIEAKIION ........oooe ettt a e 32
3.7  Immunchemische DarstellungSverfaRren ...............ccooooeioiioeiiiiee e 33
3.7.1 IMMUNTIUOIESZENZ ...ttt e e aneeeeas 33
3.7.2  COX-2-Immunfluoreszenz an murinem Gewebe ...........ccccueeiiiiiiiiiiee e, 35
3.7.3  Renin-ImmunhistoChemIE.........cocuiiiiiii e 35
3.8  Renin-mRNA In Situ-HybridiSIEIUNG...............couuiieeeieeeieeiiee ettt es s 36
3.8.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR) .........cooiiiiiiiiiii e 36
KR 20 I - 1 51 ] ) o o DO PSR 37
3.8.3 HYDIAISIEIUNG . ...t 38
3.8.4  Waschen der Gewebsschnitte zur Entfernung nicht hybridisierter mMRNA Proben.....39
3.8.5 Detektion der hybridisierten MRNA Proben ...........coooiiiiiiiiiiee e 39
3.9  Quantifizierung der SIQNAIE ...............occeeei i 40
3.10 Présentation der Daten und statistische Bearbeitung .................coccevvoviiiniciieissiieeee 41

N Y= U - 1 N 42
4.1 COX-2-Immunfluoreszenz in der MauUS ................cccoeeecueieeesiee e 42
4.2  Effekt einer NKCC2-Blockade mit Bumetanid auf die Expression von COX-2

N QO MAUS ...ttt e e e e e s aaeeeaaae 44
4.3  Expression der JGA Parameter in NOST-/- MEUSEN.............cccccccrveeeiiaeeeeiiiiirieeiaeeeeaseiinns 45
431 Quantifizierung der renalen Renin-mRNA Expression, IR und der systemischen PRA
L @ I BT 1V = U= o SRR 45
4.3.2  Macula densa-assoziierte COX-2-Imunreaktivitat in NOS1-/- Mausen....................... 46
4.4  Untersuchung der der renalen Morphologie und der JGA Parameter in
COX-2-defiZIENteN MEUSEN ........oooeeeeeeee et 47
441 Renale Morphologie und glomerulare Morphometrie in COX-2-/- Mausen ................ 47
442 NOS1-Expression in COX-2-/- MAUSEN ..........ueeiiiiieiiiiiieieeee e 49
443 Renin-Expression in COX-2-/- MAUSEN ...........uuuiiiiie it 51
444 Renale Morphologie alterer COX-2-/- MAUSE..........cccccuriiiiieie et 52
4.5  Effekt von Apocynin auf oxidativen Stress, Blutdruck, Nierenfunktion und JGA-Parameter
N SHR UNA WY oottt e e e e et e e e a e e enaneas 53
451 Effekt von Apocynin auf den Blutdruck in SHR und WKY ..., 54
452 Effekt von Apocynin auf die Urin-Ausscheidung von 8-Isoprostan F2avon SHR
UNGA WY ettt e e e st e e e e et e e e s s bt e e e e e bbeeeeeabeeeeeanteeeeennreas 54
453 Effekt von Apocynin auf die Creatinin Clearance in SHR ...........ccccocciiiiiiienn, 54



454  Effekt von Apocynin auf die NOS1-IR in SHR und WKY .......ccccoeiiiiiiiiiiieeeeee e 55
455 Effekt von Apocynin auf die COX-2-Expression in SHR und WKY ........cccccccvevinnenn. 55
456 Effekt von Apocynin auf Synthese und Ausschiittung von Renin in SHR und WKY ..56

L T 1= (W L= [ o S 59
5.1  Lokalisation und Regulation der COX-2-Expression in der Maus.............ccccccccccceeeuunn.... 59
5.2  Einfluss der alimentdren Salzaufnahme auf die Expression von COX-2 und Renin in

Kontroll-und NOS1-defizienten MEUSEN ..............ccooeueeeeiiiee e 62
5.2.1 Expression von COX-2 in NOS1-/- MBUSEN .........coiiiiiiiiiiiiiie e 62
522 Renale Renin-mRNA-Expression und Aktivitat des systemischen RAS in

NOS1-/- Mausen mit normaler Salzaufnahme ..., 63
5.3  Morphologische Verdnderungen und Expression von COX-2 und Renin in

COX-2-defiZIENtEN MEUSEN .......oooieeeeeee et 64
5.3.1 Morphometrie an 3 Monate alten COX-2 -/- MAUSEN.............cccoiiiiiiiiiiieeeieeeccieeeeee. 64
5.3.2 Expression von NOS1T in COX-2-/- MAUSEN..........cccoeiciiiiiiiee et 65
5.3.3 Expression von Renin in COX-2-/- MAUSEN ...........ccoiiiiiiiiiiiie e 68
5.3.4 Renale Morphologie in 12 Monate alten COX-2-/- MAusen ...........ccccceeeeviicviveeeeeeennn. 69

5.4  Effekt einer antioxidativen Behandlung auf Blutdruck und oxidativen Stress sowie die
Expression von NOS1, COX-2 und Renin im JGA von SHR und WKY ........cccoovvvvveeeeenn, 70
541 Effekt von Apocynin auf die Ausscheidung von 8-Isoprostan F2aim Urin von SHR
UNGA WY ettt e e e e et e e e e et e e e s e ab e e e e e baeeeeanteeeeeanbeeeeenres 70
54.2 Effekt von Apocynin auf den systolischen Blutdruck von SHR und WKY ................... 71
54.3 Effekt von Apocynin auf die Macula densa-assoziierte Expression von NOS1 in SHR
8T To IR 2RSS 72
5.4.4 Effekt von Apocynin auf die Macula densa-assoziierte Expression von COX-2 in
SHRUNG WY ..ottt ettt e e et e e e sttt e e e et e e e e ensteeaeeanteeeeeansaeaeeane 74
545 Effekt von Apocynin auf die JGA-assoziierte Expression von Renin und die Aktivitat
des systemischen RAS von SHR und WKY ... 75

6 Zusammenfassung und abschlieRende Uberlegungen...........cccecceeeeveeeerereeressssesesessnenens 77

LiteraturverzeiChnis. ... s s n e e e s s 80

[ F= 141 € Vo 113V PR 93

Eidesstattliche ErKIAruNg..........cccoviieeieiircccree e s s e e e sss s s ssssmn e s s smn e e s e e e s snssmme e e enssnmnes 94

[IT= 0 Y=Y 4 L= - T P 95

Anhang: Publikationsliste............cccooimiiniiinir 97
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