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1. Zusammenfassung 

Hypoxie, Aktivierung des sympathischen Nervensystems und des Renin-Angiotensin-

Systems sind wichtige Komponenten bei der Entstehung einer akuten 

Niereninsuffizienz. Bisher gibt es keine spezifische Therapie des akuten 

Nierenversagens. Dies beruht auf ungenügenden Kenntnissen der Pathophysiologie der 

Erkrankung. Wir gehen von der Hypothese aus, dass Aktivierung des sympathischen 

Nervensystems in Verbindung mit Ischämie/Hypoxie die renale Vasokonstriktion 

begünstigt. Wir etablierten ein experimentelles Modell akuter Hypoxie in renalen 

Arterien der Maus, um die Hypothese zu prüfen. Dabei wurden die Gefäßantworten bei 

Applikation vasokonstriktorischer Substanzen nach Hypoxie und Noradrenalingabe 

sowie kurzzeitiger Reoxygenierung getestet. Noradrenalingabe (10-9 mol/l) während der 

Hypoxie erhöhte die Gefäßreaktivität auf Angiotensin II deutlich. Es wurden Signalwege 

dieser Noradrenalinwirkung untersucht. 

Wir verwendeten Interlobararterien von C57BL6-Mäusen und studierten sie unter 

isometrischen Bedingungen im Mulvany-Myograph. Agonisten und/oder Antagonisten 

adrenerger Rezeptoren wurden, je nach Protokoll, unter Kontrollbedingungen (95% O2, 

5% CO2) oder Hypoxie (96% N2, 5% O2) für 60 Minuten appliziert. Nach einer 

Reoxygenierungszeit von 10 Minuten wurden Konzentrations-Wirkungs-Kurven für 

konstriktorische Substanzen gemessen. Ein vergleichbares Protokoll führten wir in 

isolierten und perfundierten afferenten Arteriolen unter isotonischen Bedingungen 

durch. Phosphorylierungen der p38 MAPK und der Myosinleichtkette wurden mittels 

Western Blot untersucht. Die Expression von alpha- und beta- Rezeptor-Subtypen in 

Interlobararterien erfolgte unter Verwendung der real time PCR. 

Hypoxie/Reoxygenierung vermindert die Angiotensin II-Antwort von Interlobararterien. 

Behandlung mit Noradrenalin während der Hypoxie erhöht die Angiotensin II-Antwort 

der Interlobararterien und als auch von afferenten Arteriolen. Noradrenalin- oder 

Endothelin-1-Konzentrations-Wirkungs-Kurven waren nach Hypoxie/Reoxygenierung 

und Noradrenalingabe dagegen unverändert. Noradrenalin-Behandlung allein hatte 

keinen Effekt auf die Angiotensin II-Antwort der Gefäße. Prazosin- oder 

Yohimbinbehandlung beeinflusste den Noradrenalineffekt bei Hypoxie/Reoxygenierung 

nicht signifikant. Dagegen verhinderte die Kombination beider Blocker oder auch von 

Propranolol diesen Effekt. Der beta3-Rezeptor-Agonist BRL37344 war ähnlich effektiv 

wie Noradrenalin bei Gabe während der Hypoxie. Allerdings war die beta-3-Rezeptor-

Blockade in Bezug auf den Noradrenalineffekt wirkungslos. Die Phosphorylierung der 
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p38 MAPK als auch der Myosinleichtkette war nach Hypoxie/Reoxygenierung und 

Noradrenalinbehandlung deutlich erhöht. Der selektive p38 MAPK-Inhibitor SB202190 

unterdrückte den Hypoxie/ Reoxygenierungs-Noradrenalin-Effekt. 

Die Studie zeigt, das Hypoxie/Reoxygenierung in Kombination mit Noradrenalin die 

Angiotensin II- Antwort in Interlobararterien und afferenten Arteriolen verstärkt. Dies 

könnte für die Entstehung eines akuten Nierenversagens von Bedeutung sein. Die 

Wirkung von Noradrenalin wird durch die kooperative Aktion von alpha1- und alpha2-

Rezeptoren und möglicherweise von beta1- und beta2-Rezeptoren vermittelt. Die 

Beteiligung von beta3-Rezeptoren kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Der 

Signalweg, der zur Verstärkung der Angiotensin II-Antwort führt, schließt die Aktivierung 

von p38 MAPK ein. 
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2. Summary 

Hypoxia, activation of the sympathetic nervous system and of the renin-angiotensin-

system are important components in the development of acute kidney injury (AKI). 

There is no specific therapy for AKI due to the incomplete knowledge of the 

pathophysiology of the disease. We hypothesize that the concerted action of the 

sympathetic nervous system and of hypoxia/ischemia constricts the renal vasculature. 

To test the hypothesis, we established a mouse model of acute hypoxia in interlobar 

arteries. We investigated the vessel response to vasoconstrictor substances after 

hypoxia- and norepinephrine- treatment and re-oxygenation. Norepinephrine (10-9 

mol/l) during hypoxia significantly increased the responses of interlobar arteries to 

angiotensin II after re-oxygenation. Signalling pathways of this effect were investigated. 

Interlobar arteries of C57BL6- mice were used and their reactivity studied under 

isometric conditions (Mulvany-myograph). Vessels were treated with agonists and/or 

antagonists of adrenergic receptors under control (95% O2, 5% CO2) or hypoxic 

conditions (96% N2, 5% O2), respectively, for 60 min. After re-oxygenation of 10 min, 

concentration-response-curves were measured for constrictor agonists. We performed a 

similar protocol in isolated perfused, afferent arterioles under isotonic conditions. 

Myosin light chain- and p38 MAPK-phosphorylation were measured using Western blot 

technique. Alpha- and beta-receptor- mRNA-expression of interlobar arteries was 

determined using real time PCR.  

Hypoxia/re-oxygenation decreased the angiotensin response of interlobar arteries. 

Norepinephrine treatment in addition to hypoxia/re-oxygenation increased the response 

in interlobar arteries and afferent arterioles. Noradrenalin- und endothelin-1-

concentration-response curves were not changed after hypoxia/re-oxygenation + 

norepinephrine. Norepinephrine treatment without hypoxia/re-oxygenation did not 

influence the angiotensin II concentration-response curve. Prazosin and yohimbine 

during hypoxia did not change the norepinephrine effect on the angiotensin II response. 

The combination of prazosin and yohimbine or the treatment with propranolol reduced 

the norepinephrine effect. The beta3-receptor agonist BRL37344 mimicked the 

norepinephrine effect. A beta3-receptor blocker did not prevent the norepinephrine 

effect. Myosin light chain- and p38 MAPK-phosphorylation were increased after 

hypoxia/re-oxygenation and norepinephrine treatment. The selective p38 MAPK 

inhibitor SB202190 prevented the increase of the angiotensin II response after hypoxia/ 

reoxygenation+ norepinephrine. 
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The study demonstrates that hypoxia/re-oxygenation in combination with 

norepinephrine strengthens the response to angiotensin II in afferent arterioles and 

interlobar arteries. This may be important for the pathogenesis of AKI. The effect of 

norepinephrine is mediated by the cooperative action of alpha1- and alpha2-receptors, 

and possibly by beta1- and beta2-receptors. The contribution of beta3-receptors cannot 

be excluded. The signalling, which leads to the enhancement of the angiotensin II 

induced constriction, involves the p38 MAPK.   
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3. Anteilserklärung/ eidesstattliche Versicherung 

3.1 Eidesstattliche Versicherung 

 

„Ich, Jana Kaufmann, versichere an Eides statt durch meine eigenhändige Unterschrift, 

dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: „Noradrenalin erhöht die 

Angiotensin II- Antwort von Interlobararterien der Niere via p38 MAPK Aktivierung nach 

Hypoxie/ Reoxygenierung“ selbstständig und ohne nicht offengelegter Hilfe Dritter 

verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe.  

Alle Stellen, die wörtlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vorträgen anderer 

Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe „Uniform Requirements 

for Manuscripts (URM)“ des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht. Die Abschnitte 

zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen, statistische 

Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und Tabellen) 

entsprechen den URM (s.o.) und werden von mir verantwortet.  

Mein Anteil an der ausgewählten Publikation entspricht dem, der in der untenstehenden 

gemeinsamen Erklärung mit dem Betreuer angegeben ist.  

 

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen 

einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (§§156,161 des Strafgesetzbuches) sind 

mir bekannt und bewusst.“ 

  

 

       ____________________________ 

Datum      Unterschrift 
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3.2 Ausführliche Anteilserklärung an der erfolgten Publikation 

 

Publikation: J. Kaufmann, P. Martinka, O. Moede, M. Sendeski, A. Steege, M. Fähling, 

M. Hultström, M. Gaestel, I. C. Moraes- Silva, T. Nikitina, Z.Z. Liu, O. Zavaritskaya, A. 

Patzak, Noradrenaline enhances angiotensin II responses via p38 MAPK activation 

after hypoxia/ re- oxygenation in renal interlobar arteries, Acta Physiol (Oxf), 213: 920-

932, 2015 

 

 

Experimenteller Teil: 

 Vorbereitung der experimentellen Arbeiten einschließlich Herstellen von Lösungen, 

Tierbehandlung; 

 Durchführung von 90% der isometrischen Messungen im Mulvany- Myographen 

einschließlich Präparation der renalen Arterie und Einspannen in den Myographen; 

 Festlegung und Optimierung der Protokolle; 

 Pro Versuch: Normalisierung und Testung der Funktion mit KCl 

 Versuchsreihen zur Festlegung des optimalen Versuchsablaufes, wobei die 

Länge der Hypoxiephase jeweils geändert wurde (10 Minuten Hypoxie, 20 

Minuten Hypoxie, 30 Minuten Hypoxie, 60 Minuten Hypoxie); 

 Versuchsreihen mit verschiedenen Dosis- Wirkungs- Kurven (Angiotensin II, 

Noradrenalin, Endothelin-1); 

 Versuchsreihen mit 60 Minuten Normoxie oder Hypoxie und einzelne oder 

kombinierte Gabe verschiedener vasoaktiver Substanzen (Adenosin, 

Noradrenalin, Prazosin, Yohimbin, Propanolol, SB 202190, BRL 37344); 

 Bereitstellen von Arterien, die für die Untersuchung der Expression und/oder 

Phosphorylierung von Proteinen mit Hilfe von Western Blots dienten; 

 Durchführung eines Teils der  Western Blots. 

 

 

Auswertung 

 Aufarbeitung der Daten der isometrischen Messungen in Excel-Tabellen mit 

graphischer Darstellung der Daten;  

 Graphische Darstellung der Daten der PCRs und Western Blots.  
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Statistik 

 Aufarbeitung der Daten für die statistische Auswertung; 

 Durchführung von statistischen Test (nach Brunner) zum Vergleich der 

Konzentrations- Wirkungs- Kurven. 

 

 

Diskussion 

 Diskussion der Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen an Interlobararterien 

und afferenten Arteriolen sowie der Ergebnisse der Rezeptorexpressionsanalyse, 

der Phosphorylierungsstudien und p38 MAPK Signalwegmanipulation mit den 

beteiligten Kollegen. 

 

 

Konkrete Arbeiten bei der Manuskriptentstehung: 

 Selbstständige schriftliche Darlegung von Methoden und Ergebnissen; 

 Vorlage von Einleitung und Diskussion, Endfassung in Zusammenarbeit mit Mentor. 

 

 

 

Unterschrift der Doktorandin 

 

____________________________ 
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6. Lebenslauf 

 

„Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen 

Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht.“ 
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