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Vorwort

Vorwort

Ein Teil der in der vorliegenden Dissertationsschrift dargestellten Ergebnisse wurde
2015 im Artikel ,Noradrenaline enhances angiotensin Il responses via p38 MAPK acti-
vation after hypoxia/re-oxygenation in renal interlobar arteries” von J. Kaufmann,
P. Martinka, O. Moede, M. Sendeski, A. Steege, M. Fahling, M. Hultstrom, M. Gaestel,
I. C. Moraes-Silva, T. Nikitina, Z. Z. Liu, O. Zavaritskaya und A. Patzak in der Acta Phy-
siologica (Oxf.) 213: 920-932, 2015, veroffentlicht. Dies betrifft die Expressionsdaten fur
die adrenergen Rezeptoren der Interlobararterien sowie die funktionelle Antwort auf
Noradrenalin.
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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Abstrakt

Einleitung: Die Aktivierung des sympathischen Nervensystems ist ein wichtiger patho-
physiologischer Mechanismus bei der Entstehung von Ischamie- und Reperfusions-
schaden in der Niere. Die Wirkung des sympathischen Nervensystems in einzelnen Ge-
faRabschnitten der Niere hangt von der Expression adrenerger Rezeptoren ab. Um den
Einfluss sympathischer Aktivierung auf den Gefal3tonus unter physiologischen und pa-
thophysiologischen Bedingungen abzuschatzen, wurden die differentielle Expression
der adrenergen Rezeptoren und die Gefal3reaktion auf Noradrenalin in verschiedenen
GefalRabschnitten der Niere unter Kontrollbedingungen sowie nach Hypo-

xie/Reoxygenierung bestimmt.

Methodik: Es wurden mannliche C57BL/6-Mause verwendet und prapariert. Die grol3en
Nierenarterien und die glomeruldren Arteriolen wurden manuell isoliert, die afferenten
Arteriolen fur die Expressionsstudien mittels Eisenoxidsiebmethode gewonnen. Die Ex-
pression der adrenergen Rezeptoren (dy, 8, b), 02, B, ¢), B1, B2, B3) wurde nach Isolation
der RNA und Umschreibung in cDNA mittels real-time PCR fur die einzelnen Gefal3ab-
schnitte bestimmt. Fir die Expressionsanalyse nach Hypoxie/Reoxygenierung wurden
die Gefalle eine Stunde mit einem hypoxischen Gasgemisch behandelt, gefolgt von
einer zehnminutigen Reoxygenierungsperiode. Zudem wurde die Gefaldreaktion von
Interlobararterien sowie afferenten und efferenten Arteriolen auf unterschiedliche Nor-

adrenalinkonzentrationen (10 bis 10> mol/l) untersucht.

Ergebnisse: In Interlobararterien, Aa. arcuatae und afferenten Arteriolen waren alle
adrenergen Rezeptoren auf mRNA-Ebene exprimiert. Die Expressionsstarke unter-
schied sich im Vergleich der Rezeptor-Subtypen, war jedoch im Vergleich der Gefal3ab-
schnitte fur jeden Rezeptor dhnlich, mit relativ starkerer Expression von aia, 1p, 02 und
B2. In efferenten Arteriolen wurden aufgrund der geringen Menge biologischen Materials
nur ai-Rezeptorsubtypen untersucht. Hypoxie und Reoxygenierung verringerte die Ex-
pression von aia-Rezeptoren, wahrend die mRNA-Expression der anderen adrenergen
Rezeptoren nicht signifikant verandert war. Die funktionellen Untersuchungen zeigten

eine dosisabhangige Kontraktion der Nierengefél3e bei Noradrenalingabe in steigenden
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Zusammenfassung

Konzentrationen. Die Antwort von Interlobararterien auf Noradrenalin war gro3er als die
von glomerularen Gefalien. Hypoxie veranderte die Gefal3antwort von Interlobararterien
auf Noradrenalin nicht signifikant.

Schlussfolgerung: Die Expression von a- und B-Rezeptoren in renalen Gefal3en der
Maus unterstutzt die Annahme eines bedeutenden Einflusses des sympathischen Ner-
vensystems auf die Nierengefal3funktion. Hypoxie und Reoxygenierung modifizieren die
Rezeptorexpression und die Signalwege adrenerger Rezeptoren, jedoch ohne wesentli-
chen Einfluss auf die Noradrenalinantwort grof3er Nierenarterien. Die Ergebnisse wei-
sen darauf hin, dass der Sympathikus erst durch Interaktion mit anderen vasoaktiven
Systemen zum Isch&mie-/Reperfusionsschaden beitragt.

1.2 Abstract

Introduction: Activation of the sympathetic nervous system is an important pathophysi-
ological mechanism in the development of kidney ischemia/reperfusion injury. The effect
of the sympathetic nervous system in individual sections of the kidney depends on the
expression of adrenergic receptors. To assess the influence of sympathetic activation
on vascular tone under physiological and pathophysiological conditions, the differential
expression of the adrenergic receptors and the vascular reaction to norepinephrine
were determined in various sections of the kidney under control conditions and after

hypoxia/reoxygenation.

Methods: Male C57BL/6 mice were used and prepared. Large arterial vessels and the
glomerular arterioles were manually isolated, the afferent arterioles used for expression
studies were obtained by the iron oxide sieve method. The expression of the adrenergic
receptors (01, B, p), d2(a, B, ¢), P1, B2, B3) was determined after RNA isolation and conver-
sion into cDNA by means of real-time PCR for the individual vascular sections. For hy-
poxia/reoxygenation expression analysis, the vessels were treated with a hypoxic gas
mixture for one hour, followed by a ten minute reoxygenation period.

In addition, the vascular response of interlobar arteries and afferent and efferent arteri-

oles to norepinephrine (10°to 10> mol/l) was investigated.



Zusammenfassung

Results: All adrenergic receptors were expressed at mMRNA level in interlobar arteries,
arcuate arteries and afferent arterioles. Comparing the receptor subtypes, the level of
expression differed, but was similar for each receptor compared to the vascular sec-
tions, with relatively stronger expression of aia, 1o, 028 and B2. In efferent arterioles, only
ai-receptor subtypes were studied due to the small amount of biological material. Hy-
poxia and reoxygenation reduced the expression of aia-receptors, while mRNA expres-
sion of the other adrenergic receptors was not significantly altered. The functional stud-
ies showed a dose-dependent contraction of renal vessels during norepinephrine ad-
ministration in increasing concentrations. The response of interlobar arteries to norepi-
nephrine was greater than that of glomerular vessels. Hypoxia did not significantly alter

the vascular response of interlobar arteries to norepinephrine.

Conclusion: The expression of a- and [(-receptors in the renal vasculature of mice
supports the assumption of a significant influence of the sympathetic nervous system on
the renal vascular function. Hypoxia and reoxygenation modify the receptor expression
and the signaling pathways of adrenergic receptors, but without significant influence on
the norepinephrine response of large renal arteries. Thus, we conclude that the sympa-
thetic nervous system only contributes to ischemia/reperfusion injury through interaction

with other vasoactive systems.



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Einfihrung in die Thematik

Die Niere spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation verschiedener Regelkreise des
Korpers. Hierzu gehdren der Salz- und Wasser- sowie der Saure-Basen-Haushalt und
der arterielle Blutdruck. Sie hat eine wichtige Ausscheidungs- und Entgiftungsfunktion
und dient der Produktion von Erythropoetin, einem Hormon, das fur die Hamatopoese
bedeutsam ist. Die Niere ist storanfallig, insbesondere fur pathologische Zustande, die
mit einer verminderten Sauerstoffzufuhr einhergehen. Diese kdnnen zu einem akuten
Nierenversagen fuhren (142). Die Nierenfunktion wird durch das autonome Nervensys-
tem reguliert. Die efferenten Nervenfasern des Sympathikus sind u. a. bedeutsam fur
die Regulation des Gefal3tonus in renalen Widerstandsgefal3en und daher von beson-
derem Interesse bei der Erforschung der Pathomechanismen des akuten Nierenversa-
gens nach Ischamie und Reoxygenierung. Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe ha-
ben gezeigt, dass Noradrenalin in den afferenten Arteriolen in vitro zu einer Vasokons-
triktion fuhrt (176). Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Darstellung der differen-
tiellen Expression der adrenergen Rezeptoren (AR) auf mRNA-Ebene in den renalen
WiderstandsgefalRen von Mausen und deren Reaktion auf exogen appliziertes Noradre-

nalin.

2.2 Literaturuberblick

2.2.1 Das sympathische Nervensystem und die Niere

Das sympathische Nervensystem (SNS) spielt eine Schlusselrolle bei der Regulation
des Blutdruckes im menschlichen Korper und ist daher bei der Entstehung verschiede-
ner kardiovaskularer Erkrankungen, wie z. B. der arteriellen Hypertonie, der Herzinsuffi-
zienz sowie der Entstehung der KHK und des Auftretens von Schlaganféllen, mal3geb-
lich beteiligt (29, 120, 199). In Deutschland leben beispielsweise 32 % der Erwachse-
nen mit einem arteriellen Hypertonus, welcher somit eine der haufigsten Erkrankungen
im Erwachsenenalter ist und eine hohe gesundheitspolitische Relevanz besitzt (120).

Die neuronale und humorale Beeinflussung des kardiovaskularen Systems kann orien-

tierend in vier Kategorien unterteilt werden: direkte Auswirkungen von Sympathikusfa-
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Einleitung

sern auf die Herzfunktion, sympathische Innervation von BlutgefafR3en, Beeinflussung
durch Freisetzung von Adrenalin und Noradrenalin aus dem Nebennierenmark und
durch Stimulation juxtaglomeruléarer Zellen in der Niere, welche zur Reninfreisetzung
fahrt (29).

Die Niere ist dicht von Nervenfasern des Sympathikus innerviert. Dies betrifft insbeson-
dere die renalen Blutgefal3e, aber auch die Tubuli sowie die juxtaglomeruléaren Zellen
(46, 48). Eine besonders hohe Dichte efferenter Nervenfasern entlang der renalen Ge-
falRe findet man im Bereich der afferenten Arteriolen (11, 128). Haupteffekte der Aktivie-
rung dieser Nerven sind eine Zunahme der Reninsekretion, eine Abnahme des renalen
Blutflusses, die Zunahme der Natrium- und Wasserreabsorption und eine Abnahme der
glomerularen Filtrationsrate (46, 103). Die sympathischen Nervenenden setzen eine
Vielzahl von Neurotransmittern frei. Zu diesen gehdren neben Noradrenalin unter ande-
rem Adenosintriphosphat (ATP) und Neuropeptid Y (172, 173, 224, 228). Kontrolliert
werden diese (postganglionéren) Efferenzen von spezifischen préganglionaren auto-
nomen Neuronen, die ihren Ursprung im thorakolumbalen Bereich des Riickenmarkes
haben. In diese praganglionaren Nervenzellen wiederum projizieren Neurone aus der

Medulla oblongata bzw. dem Hypothalamus (48).

Neben den Efferenzen wird die Niere auch von afferenten Nervenfasern in Form von
Mechano- und Chemorezeptoren innerviert, die Uberwiegend in der Wand des Nieren-
beckens lokalisiert sind (152). Die afferenten Fasern erreichen diese Rezeptoren in un-
mittelbarer Nahe zum Ureter oder der A. renalis, wobei diese Fasern oft sehr fein sind
und in freien Nervenendigungen minden (128). Auch die grol3en Nierengefal3e und das
Gewebe im Bereich des Mark-Rinden-Uberganges sind mit sensiblen Nervenendigun-
gen versehen (10, 128). Nur wenige Nervenendigungen erreichen kortikale Bereiche
(63). Die afferenten Fasern werden durch Mechanorezeptoren bei Dehnung, welche
durch erhéhten ureteralen, pelvinen und vendsen Druck entsteht, aktiviert (47, 103, 127,
128). Verschiedene weitere Stimuli, wie renale Ischamie (128, 191) und Veranderungen
in der chemischen Zusammensetzung des Urins (47), haben Auswirkungen auf die Ak-
tivitat der Afferenzen von Chemorezeptoren. Die afferenten Nervenfasern beeinflussen
u. a. die neuronale Aktivitat im Nucleus paraventricularis des Hypothalamus (128) und
sind aul3erdem uber Interneurone mit weiteren Gebieten des ZNS verschaltet, die fur

die Regulation des Kreislaufes von Bedeutung sind (128, 210, 235). Einige wenige Ner-
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venfasern projizieren direkt in die Medulla oblongata (128, 233). Die wichtigsten Neuro-
transmitter der afferenten Nervenfasern sind Substanz P (130, 131) und Calcitonin-
gene-related-peptide (79). Eine gesteigerte Aktivitat afferenter Fasern fuhrt zu kardio-
vaskularen Reaktionen wie dem Abfall des arteriellen Druckes, einer Verminderung des
Gefal3widerstandes in den hinteren Extremitaten und der Niere sowie einer Steigerung
des GefalRwiderstandes im Gefal3bett des Mesenteriums (132). Aktivierungen von Me-
chano- und Chemorezeptoren bzw. afferenten Fasern fihren auch zu renorenalen Re-
flexen, die Uberwiegend im Rickenmark umgeschaltet werden (190). Werden die affe-
renten Nervenfasern durch Dehnung aktiviert, kommt es zu einer renorenalen Re-
flexantwort, bei der in der kontralateralen Niere Natriurese und Diurese durch Hem-
mung der efferenten sympathischen Fasern gesteigert werden (47, 52, 132). Hierfur
projizieren die afferenten Nerven in das erste Neuron im Hinterwurzelganglion (38, 53).
Dieser renorenale Reflex steuert die Ausscheidungsfunktion der Niere und ist damit an
der Modulation des Wasserhaushaltes des Korpers beteiligt. Im Sinne einer negativen
Feedbackschleife steigert die Aktivitat der efferenten Fasern die der afferenten. Diese
wiederum senken die Aktivitat der efferenten Fasern (103). Bei salzarmer Diat ist diese
Reflexantwort vermindert, bei salzhaltiger verstarkt (129). In der ipsilateralen Niere fuhr-
te in Untersuchungen von Kopp et. al eine Stimulation afferenter Nervenfasern durch
erhohten vendsen Druck zur Erhéhung des Gefal3widerstandes und zu einer erhéhten
Natriumausscheidung. Uberraschenderweise war die Erhohung des GefaRwiderstandes
in diesen Experimenten nicht an eine intakte renale Innervation gebunden. Die efferente
renale sympathische Nervenaktivitat wurde, wie auch in der kontralateralen Niere, ge-
hemmt (132). Insgesamt ist die Rolle der afferenten renalen Nerven fir die Pathogene-
se verschiedener Erkrankungsbilder, wie des arteriellen Hypertonus, noch nicht ausrei-
chend verstanden (128).

Innerhalb der Niere liegen afferente und efferente Nervenfasern zum Teil in unmittelba-
rer Nahe zueinander. Es ist nicht ausgeschlossen, dass afferente Nervenfasern entlang
der Axone mit den efferenten Fasern durch peptiderge Transmitter interagieren (52, 99).
DiBona et al. berichteten 1996 von Untersuchungen an einzelnen sympathischen Ner-
venfasern, die zeigten, dass 88 % dieser Fasern auf Stimulation arterieller Barorezepto-
ren, zentraler und peripherer Chemorezeptoren und peripherer Thermorezeptoren rea-
gierten. Eine Minderheit von 12 % reagierte lediglich auf periphere Thermorezeptoren.
Dies zeigt, dass bei den sympathischen Nervenfasern eine gewisse Heterogenitat be-
steht (50).
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2.2.2 Beeinflussung der Nierendurchblutung durch das sympathische Nerven-

system

Das sympathische Nervensystem ist an der Regulation der renalen Durchblutung betei-
ligt. Die Beeinflussung der (arteriellen) Blutgefale in der Niere durch das sympathische
Nervensystem erfolgt durch Neurotransmitter, welche aus den terminalen Nervenendi-
gungen in den synaptischen Spalt abgegeben werden und mit entsprechenden Rezep-
toren der jeweiligen vaskularen Elemente interagieren. Es handelt sich hierbei tiberwie-
gend um Noradrenalin, welches mit adrenergen Rezeptoren interagiert. Begleitend wer-
den auch andere Neurotransmitter, wie das Neuropeptid Y, freigesetzt (33, 159). Die
Aktivierung der sympathischen efferenten Nervenfasern in der Niere verringert durch
Erhohung des Tonus in den WiderstandsgefaRen den renalen Blutfluss (RBF) (48). Inte-
ressanterweise fuhrt die Unterbrechung der sympathischen Innervation bei Versuchstie-
ren zu einer erhdéhten Noradrenalin-Sensibilitdt der Gefalde im Vergleich zu solchen mit
intakter renaler Innervation (95).

Eine niedrigfrequente Stimulation efferenter sympathischer Nerven erhoéht zwar die
Reninfreisetzung und die tubuldre Natriumreabsorption, der renale Blutfluss und die
glomeruléare Filtrationsrate (GFR) bleiben jedoch davon unbeeinflusst. Hier zeigt sich,
dass eine efferente renale sympathische Nervenaktivitat im niedrigfrequenten Bereich
keinen Einfluss auf die Autoregulation der Gefal3e hat, im héherfrequenten aber durch-
aus (49). Unter normalen taglichen Bedingungen schwanken im Tierversuch sowohl die
Aktivitat der efferenten sympathischen Nerven (166) als auch der RBF (81) betrachtlich.
Bei korperlicher Aktivitat und Stress steigt die efferente renale sympathische Nervenak-
tivitat an (166), der RBF nimmt ab (81). Im entspannten Zustand, insbesondere im
Schlaf, ist es umgekehrt (81).

2.2.3 Pathophysiologische Mechanismen

Das sympathische Nervensystem tragt zur Entstehung der akuten Niereninsuffizienz
und des chronischen Nierenversagens bei. Im folgenden Absatz sollen diese Entste-
hungsmechanismen der beiden Erkrankungen mit Fokus auf das SNS und das renale

Gefal3system dargelegt und kurz mégliche Behandlungsansatze angesprochen werden.
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2.2.3.1 Das akute Nierenversagen

Das akute Nierenversagen (ANV) ist eine Erkrankung, die mit einer pl6tzlichen Ver-
schlechterung der Nierenfunktion einhergeht. Sowohl Morbiditats- als auch Mortalitats-
rate sind hoch. Im Falle eines dialysepflichtigen Nierenversagens liegt die Mortalitatsra-
te bei 40-50 %. Kommen zusétzlich noch Schaden an anderen Organen wie Herz oder
Lunge dazu, steigt diese Rate auf bis zu 60-80 % an (94). Zusatzlich ist das Risiko,
eine chronische Niereninsuffizienz zu entwickeln, deutlich erhoht (32). In der Vergan-
genheit gab es diverse Versuche, eine Definition fir das ANV zu entwickeln. 2004
schlug die Acute Dialysis Quality Initiative (ADQI) die sogenannten RIFLE-Kriterien vor.
Der Begriff RIFLE steht fur die Anfangsbuchstaben der fiinf Stadien: Risk, Injury, Fail-
ure, Loss und End Stage Renal Disease (14). Auf der Grundlage dieser Kriterien entwi-
ckelte das Acute Kidney Injury Network (AKIN) eine Definition, anhand derer man unter
Beachtung des Serum-Kreatinins und der Verminderung der Urinproduktion das ANV in
drei AKIN-Stadien (siehe Tabelle 1) einteilt (156). Letztlich werden weltweit verschiede-

ne Systeme zur Beurteilung des akuten Nierenversagens eingesetzt.

Tabelle 1: Ubersicht tiber die AKIN-Stadien (156).

Stadium Serum-Kreatinin Urinausscheidung

1 Anstieg des Serum-Kreatinins < 0,5 ml/kg/h fur Gber 6 h
> 0.3 mg/dl (= 26.4 umol/l)
oder

1,5- bis 2-facher Kreatinin-

anstieg

2 2- bis 3-facher Kreatininan- < 0,5 ml/kg/h fr Gber 12 h
stieg

3 > 3-facher Kreatininanstieg < 0,3 ml/kg/h fur 24 h oder
oder Anurie fur 12 h

Serum-Kreatinin > 4 mg/d|
(= 354 pymol/l) mit einem
akuten Anstieg = 0,5 mg/dI
(44 pmolll)
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Eine der Hauptursachen des ANV ist die renale Ischamie, welche u. a. durch niedrigen
Blutdruck, Herzinsuffizienz, Nierentransplantation (139), Sepsis (236), aber auch als
postoperative Komplikation nach Herzoperationen (134) auftreten kann.

Entstehung:

Die Pathogenese des akuten Nierenversagens ist bisher nicht ausreichend verstanden.
Es handelt sich um ein komplexes Zusammenspiel von Gefal3reaktionen, tubuléaren
Veranderungen und Entziindungsprozessen (4, 18). Dabei kommt es unter anderem zu
einer Akkumulation verschiedener (vasoaktiver) Substanzen. Der Séaure-Basen- sowie
der Wasser- und Elektrolythaushalt sind meist gestort (94). Im akuten Nierenversagen
sind Ischdmie und Hypoxie von pathogenetischer Bedeutung (204). Die Reduktion des
renalen Blutflusses und die Hypoxie sind auch auf eine Fehlfunktion im Bereich der Mi-
krozirkulation zurtuckzufuhren (141). Die Aktivierung des SNS tragt ebenfalls zur Ent-
wicklung des ANV bei (69, 124).

Bei der Entstehung des akuten Nierenversagens kommt es u. a. zu einer Veranderung
der Gefal3reaktivitat. Verschiedene Studien zeigten einen Verlust der Autoregulation
renaler GefalRe (2, 40, 113). Insbesondere das Endothel ist fur die Pathogenese der
akuten Niereninsuffizienz in vielerlei Hinsicht von Bedeutung, vor allem, wenn es durch
Erkrankungen vorgeschadigt ist. Die endotheliale Dysfunktion geht mit verringerter va-
sodilatatorischer Kapazitat, insbesondere verminderter NO-Bioverfiigbarkeit, einher
(137). Hierbei spielen vermutlich entziindliche Prozesse eine Rolle (141). Aul3erdem
kommt es durch Erhéhung der Endotheldurchlassigkeit zu einem Verlust von intravasa-
ler Flussigkeit ins Interstitium und in der Folge zu interstitiellen Odemen (214). Dies ist
besonders im Bereich der duReren Medulla der Niere relevant, da diese sehr empfind-
lich auf Verminderungen des renalen Blutflusses reagiert (18, 179). Vetterlein et al. de-
monstrierten an Ratten, dass insbesondere in der Medulla der postischamischen Niere
der Blutfluss vermindert wird (222). Es kommt im Verlauf zu einer Verringerung der An-
zahl der kleinen Gefalie im Bereich des inneren Streifens der aul3eren Medulla. M6g-
licherweise wird dies mitbedingt durch eine Hemmung der Angiogenese (13, 18).

Wie schon erwéhnt, ist die Aktivierung des SNS bei der Entwicklung des akuten Nieren-
versagens bedeutsam. In einer Studie an Ratten von Ma et al. wurde eine verminderte
Antwort des inhibitorischen renorenalen Reflexes bei renalen Schaden gezeigt, vermut-
lich bedingt durch eine verminderte Sensitivitdt der Mechanorezeptoren. Dies fihrte zu

einer fehlenden Absenkung der Aktivitat der efferenten sympathischen Fasern in der
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kontralateralen Niere (148). Mdglicherweise dominieren in einer ischamisch geschadig-
ten Niere exzitatorische Reflexe (128). Aktiviert werden die afferenten Nerven hierbei
vermutlich u. a. iber Chemorezeptoren durch intrarenales Adenosin, welches in einer
Studie von Katholi et al. Uber die Aktivierung renaler afferenter Nerven einen durch
sympathische Efferenzen bedingten Hypertonus erzeugte (108). Cao et al. demonstrier-
ten in einer Studie an Mausen, dass es womdglich einen Reflexweg zwischen der hy-
poxischen Niere und dem Hirnstamm gibt. Beteiligt waren sowohl die renale und zere-
brale RAS-Aktivierung als auch afferente und efferente Nervenfasern. Dies trug zu einer
weiteren Verschlechterung der Nierenfunktion in dieser Studie bei (24). Bei der Beteili-
gung des SNS ist die Aktivierung von ai-Rezeptoren von pathophysiologischer Rele-
vanz. Dies zeigten Fujii et. al anhand eines Tierexperimentes, in dem der ai-Blocker
Prazosin nierenprotektiv wirkte (70).

Die Reperfusionsphase ist bei der Entwicklung des ANV von Bedeutung, man spricht
daher auch von einer ,ischaemia reperfusion injury’. Der Schaden entsteht durch das
Zusammenspiel von Blutfluss in der Mikrovaskulatur, Endothelschaden und entzindli-
chen Prozessen (19, 144, 230). Auch wenn die Pathophysiologie noch nicht endgultig
verstanden ist, wurden bereits einige Mechanismen identifiziert. Hierzu gehéren die
Freisetzung reaktiver O»-Spezies sowie die Aktivierung von neutrophilen Granulozyten
und anderen Entzindungszellen (151). Die postischamische Reperfusionsphase ging
im Tierexperiment mit einer Aktivierung des SNS einher, welches somit an der Entste-
hung postischamischer Komplikationen beteiligt ist (195). Sowohl afferente als auch
efferente sympathische Nervenfasern triggern Entziindungsprozesse, tubulare Atrophie
und interstitielle Fibrogenese, was wiederum die Entstehung einer chronischen Nie-
reninsuffizienz begunstigen kann (94, 117, 118). Daruber hinaus besteht ein Zusam-
menhang zwischen der Aktivierung des Sympathikus und der GefalBantwort in der
Niere. In Untersuchungen von Kaufmann et al. an den Interlobararterien und afferenten
Arteriolen von Mausen wurden die durch Angiotensin Il-bedingten Gefal3antworten nach
Hypoxie/Reoxygenierung und Applikation von Noradrenalin ermittelt. Auffallend war,
dass die Kombination von Hypoxie und gleichzeitig niedrigdosierter Behandlung mit
Noradrenalin die Antwort der untersuchten Gefal3e auf Angiotensin Il verstarkte. Mog-
licherweise spielt also die durch Hypoxie und Noradrenalin bedingte erhéhte Gefalirea-
gibilitat auf Angiotensin Il eine Rolle bei der Entstehung postischdmischer Nierenscha-
den. Durch eine simultane Blockade von a:-und az-Rezeptoren konnte der Effekt des

Noradrenalins wiederum deutlich vermindert werden, daher ist eine kooperative Aktion
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von ai-und ax-Rezeptoren bei der Beeinflussung der Angiotensin lI-bedingten Gefal3-
antwort in der Reperfusionsphase zu vermuten (111). In einem Tierversuch induzierten
Conger et al. durch intrarenale Infusion von Noradrenalin tber einen funktionellen sub-
totalen Gefal3verschluss in der Niere ein akutes Nierenversagen. Auch eine Woche
nach Injektion des Noradrenalins war der vaskulare Widerstand in den arteriellen Gefa-
Ren nach Stimulation renaler Nerven im Vergleich zu Nieren erhoht, bei denen das aku-
te Nierenversagen durch einen Verschluss der A. renalis herbeigefuhrt wurde. Man
vermutete hier ursachlich einen funktionellen Schaden des Gefaliendothels. Eine Ne-
krose der glatten Muskulatur konnte nur zu weniger als 10 % festgestellt werden (41).
Fujii et al. stellten in Versuchen an Ratten ebenfalls erhdhte Aktivitdten der sympathi-
schen Efferenzen auch 24 h nach Reperfusion fest (69).

Behandlungsansatze:

Das akute Nierenversagen wird durch Beseitigung der Ursache, medikamentds oder als
Ultima Ratio durch Nierenersatztherapie behandelt. Es gibt zahlreiche tierexperimentel-
le und klinische Untersuchungen mit dem Ziel, eine geeignete Therapie zu entwickeln.
In einer Studie von 2016 zeigten Shimokawa et al., dass die Injektion von Yohimbin,
einem az-Antagonisten, Uber die Blockade von axc-Rezeptoren einen renoprotektiven
Effekt auf Nieren von Ratten hatte, bei denen durch Ischamie/Reperfusion ein akutes
Nierenversagen hervorgerufen wurde. Der Nierenfunktionsverlust wurde anhand der
Harn-Stickstoff- und Plasma-Kreatininkonzentration sowie der Kreatinin-Clearance ab-
geschatzt und fiel nach vorheriger intravendser Yohimbin-Applikation deutlich geringer
aus. Weiterhin war die Expression des Biomarkers Kidney injury molecule 1 auf mRNA-
und Proteinebene nach Gabe von Yohimbin geringer. Auch histologisch lie3 sich nach-
weisen, dass die Nierengewebeschéaden deutlich geringer ausfielen. Marker hierfir wa-
ren tubulare Nekrose sowie Proteinzylinder in den Tubuli. Die Konzentrationen des
renalvendsen Noradrenalins, des TNF-a und des monocyte chemoattractant proteine-1
waren nach axc-Rezeptorblockade verringert und moglicherweise fir die protektiven
Effekte verantwortlich (208). Dies kdnnte einen neuen Therapieansatz darstellen. Als
maogliche weitere Therapieoption soll an dieser Stelle die ischamische Prakonditionie-
rung genannt werden. Durch wiederholtes Herbeifiihren von Ischamie in Extremitéaten
(z. B. durch starkes Aufpumpen von Blutdruckmanschetten) wird eine intermittierende
Ischamie/Reperfusion erzeugt. Dies fuhrte in einigen Kklinischen Studien zur geringeren

Haufigkeit des Auftretens eines akuten Nierenversagens (57, 221, 243). Die zugrunde
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liegenden renoprotektiven Mechanismen sind bisher nicht ausreichend verstanden. Es
wird vermutet, dass das SNS eine Rolle spielt (139). Es existieren jedoch auch Studien,
in denen diese Technik keinen renoprotektiven Effekt zeigte (35, 91, 158, 180). Somit
bleibt offen, ob es hier um eine klinisch erfolgreiche Methode handelt. Bei einem schwe-
ren akuten Nierenversagen ist das Nierenersatzverfahren die einzige suffiziente Thera-
piemdglichkeit (136).

2.2.3.2 Die chronische Niereninsuffizienz

Die chronische Nierensuffizienz (CNI) ist eine schwerwiegende Erkrankung, welche mit
einer hohen Morbiditats-, Mortalitdts- und Hospitalisierungsrate einhergeht (76, 155).
Neben den direkten Folgen der Nierenschadigung kann es zusatzlich durch die Aktivie-
rung des sympathischen Nervensystems zu verschiedenen kardiovaskuldren Komplika-
tionen kommen (209). Bis vor einigen Jahren war die Zahl der nicht-dialysepflichtigen
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz in Deutschland unbekannt. 2016 veré6ffent-
lichten Girndt et al. eine reprasentative Schatzung, in der 2,3 % der Studienteilnehmer
(Alter 18-79 Jahre) eine geschatzte glomerulare Filtrationsrate von weniger als
60 ml/min/1,73 m?2 und 12,7 % zumindest eine Albuminurie oder eine reduzierte GFR
hatten. Von den Probanden mit einer GFR kleiner 60 ml/min/1,73 m? gaben ungefahr
drei Viertel an, zuvor nicht von ihrer Nierenschadigung gewusst zu haben (75). Die rela-
tiv hohe Pravalenz zeigt die Bedeutung dieser Erkrankung. Umso wichtiger ist es, die

zugrunde liegenden Pathomechanismen zu verstehen.

Entstehung:

Die Aktivierung der sympathischen Nerven stellt ein frihes Element in der Pathophysio-
logie der chronischen Niereninsuffizienz dar, die zugrunde liegenden Mechanismen sind
bis jetzt jedoch nicht eindeutig geklart (84, 200). Man vermutet die Aktivierung renaler
afferenter Nerven Uber Chemorezeptoren durch ischamisch bedingte Metabolite und
reflexbedingt eine Uberaktivitat renaler sympathischer Efferenzen (178). Die Aktivierung
der afferenten Nerven als wichtiges Stellglied bei der CNI, insbesondere fur die Ent-
wicklung eines Hypertonus, wurde in Studien an Ratten demonstriert (238, 239). Die
sympathische Uberaktivitat bei der CNI geht mit oxidativem Stress (43, 178), reduzierter
Bioverfugbarkeit von Stickstoffmonoxid in spezifischen ZNS-Regionen (15, 22, 178) und

erhoéhten Angiotensin II-Werten (178) einher. Hoch et al. stellten in ihren Untersuchun-
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gen eine gestorte Funktion der aza-Rezeptoren bei der CNI fest (97). Die Uberaktivitat
des sympathischen Nervensystems fuhrt vermutlich Gber verschiedene Mechanismen,
u. a. die Erhdhung des vaskuldaren Tonus von Nierengefal3en, Hypertrophie und
Artherosklerose von GefalRen (58, 200, 241) sowie Glomerulosklerose und Albuminurie
(6, 7) zum einen direkt zu einem Fortschreiten der CNI. Zum anderen geht eine CNI,
u. a. bedingt durch sympathische Uberaktivitat, mit einer Erhéhung des arteriellen Blut-
drucks einher (42, 86), was wiederum weitere Nierenschaden hervorruft (122). In einer
Studie beschrieben Johansson et al. einen deutlichen Zusammenhang zwischen erhdh-
ter Sympathikusaktivitdt bzw. erhohten Plasma-Noradrenalinspiegeln und renaler Hy-
pertonie (102).

Behandlungsansatze:

Die chronische Niereninsuffizienz wird in Abhangigkeit vom Stadium entweder medika-
mentos oder mittels Dialyse behandelt. Eine weitere Option stellt die Nierentransplanta-
tion dar. Darliber hinaus gibt es einige neue Therapieansatze, die im Tierversuch bzw.
in klinischen Studien erprobt wurden bzw. werden. Es wurde im Tierversuch gezeigt,
dass eine renale Denervierung den renalen Blutfluss steigern (49) und die mit der CNI
assoziierte Hypertonie reduzieren kann (21, 109). Campese und Kogosow zeigten in
einer kontrollierten Studie an Ratten eine Verminderung der Aktivitat der noradrenergen
Neurone im Hypothalamus und Locus coeruleus durch eine Resektion der Afferenzen
mittels dorsaler Rhizotomie, was die Entwicklung eines arteriellen Hypertonus bei Rat-
ten mit chronischer Niereninsuffizienz verhinderte (21).

Ein verhaltnismalig neuer invasiver Therapieansatz zur Behandlung des therapieresis-
tenten Hypertonus ist die renale Nervenablation. Hierbei werden durch Kryoablation,
oder durch Elektrocauter bzw. thermische Ablation die Nerven der Nierenarterie durch-
trennt (177). Mittlerweile hat sich die katheterbasierte Radiofrequenzablation etabliert
(177, 232). Moglicherweise konnte in Zukunft die renale Nervenablation bei der Be-
handlung der sympathischen Uberaktivitat bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizi-
enz bzw. Dialysepatienten von Relevanz sein. Obwohl einige Studien die renale Dener-
vierung als sicher und effektiv beschrieben, stellen neuere Ergebnisse die Methode
wieder in Frage (92, 93, 232).
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2.2.4 Noradrenalin — Synthese, Vorkommen und Funktion

Noradrenalin gehort neben Adrenalin zu den Katecholaminen. Diese werden aus der
Aminosaure Tyrosin im Nebennierenmark und in den adrenergen, postganglionéren
Nervenzellen synthetisiert. Erster Schritt ist hierbei die Hydroxylierung des Tyrosins, es
entsteht Dihydroxyphenylalanin (Dopa). Dieses wird dann zum biogenen Amin Dihydro-
xyphenylamin (Dopamin) decarboxyliert. Durch erneute Hydroxylierung entsteht Nora-
drenalin, welches tber N-Methylierung in Adrenalin umgewandelt wird (126).
Noradrenalin wird u. a. im Nebennierenmark und in den sympathischen Nervenendi-
gungen in chromaffinen Granula gespeichert. Bei der Katecholaminsekretion wandern
die Sekretgranula auf ein Ca?*-Signal hin zur Zellmembran, mit welcher diese ver-
schmelzen und ihren Inhalt in den extrazellularen Raum bzw. synaptischen Spalt abge-
ben (223).

Das adrenerge System wird bei kdrperlicher und psychischer Belastung aktiviert (25). In
den peripheren Geweben, aul3er in der Herz- und Skelettmuskulatur (1), kommt es zur
Vasokonstriktion, wodurch der arterielle Blutdruck steigt (29). Die Kontraktionskraft und
Frequenz des Herzens steigen (67, 240), die Koronargefal3e werden erweitert (96). Zel-
lulare Energiespeicher werden mobilisiert, die Glykogenolyse und Lipolyse werden akti-
viert, die Insulinsekretion wird gehemmt. Es kommt zu einem Anstieg der Glucose-,

Laktat- und Fettsaurekonzentration im Blut (67).

2.2.5 Die adrenergen Rezeptoren — Einteilung, Aufbau und Signalwege

Adrenozeptoren unterteilt man in a- und B-Rezeptoren. Die Subtypen sind aia, aig und

Q1p, O2a, 028 UNd O2c sowie B1, B2 und Bz (siehe Abb. 1).

l Adrenozeptoren \
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mmmmmm

Abb. 1: Ubersicht (iber die Adrenozeptoren.

20



Einleitung

Sie gehoren zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPGR), einer Familie
von Uber 1000 verschiedenen Proteinen allein im Menschen (187), und sind nach Rho-
dopsin die am intensivsten erforschten Mitglieder dieser Proteinfamilie (212). Die GPGR
bestehen aus einer Polypeptidkette und haben typischerweise einen extrazellularen
N-Terminus, ein zytoplasmatisches C-Ende sowie sieben hydrophobe, helikale Trans-
membransegmente (135). Die Transmembransegmente werden durch drei extra- und
drei intrazellulare Schleifen verbunden. Die extrazellularen Regionen (einschliel3lich des
N-terminalen Endes) dienen der Ligandenbindung (140). Sie weisen deutlich grof3ere
strukturelle Unterschiede als die intrazellularen Regionen auf, wahrend diese wiederum
nach Aktivierung ausgepréagtere Konformationsédnderungen erfahren (110). Die Aktivie-
rung der GPGR auf extrazellularer Seite bewirkt eine Weiterleitung der Signale an hete-
rotrimere G-Proteine, die den weiteren Signalweg in Gang setzen (226). Sie bestehen
aus drei Untereinheiten (a und ein Dimer, bestehend aus 3 und y). Die a-Untereinheit ist
mit GDP beladen. Der Rezeptor bewirkt einen Austausch des GDP durch GTP. Hier-
durch wird das G-Protein instabil, zerfallt in eine a- sowie eine By-Untereinheit und I6st
sich vom Rezeptor ab. Die jeweiligen Untereinheiten binden sich an ein Effektorprotein
(u. a. Enzyme, wie z. B. Proteinkinasen, oder auch Kandle), welches fir die biologische
Antwort verantwortlich ist und entweder aktiviert oder inaktiviert wird. Das GTP wird
durch eine intrinsische GTPase-Aktivitdt wieder zu GDP und Phosphat hydrolysiert.
Dadurch wird das Signal abgeschaltet, die a-Untereinheit (nun mit GDP beladen) asso-
ziiert mit der By-Untereinheit und der Ausgangszustand ist wieder erreicht (140).
B-Arrestin ist in der Lage, den G-Protein-abhéngigen Signalweg durch Desensitisierung
des Rezeptors zu beenden (187). Neben der Aktivierung der G-Proteine scheint es wei-
tere Signalwege zu geben, die G-Protein-unabhangig sind. Shenoy et al. beispielsweise
identifizierten in ihren Experimenten einen Signalweg fur den B2-AR, bei dem uber die
Aktivierung von B-Arrestin die mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) EKR1/2 akti-
viert wurden (205). Ebenfalls nach Aktivierung des 32-AR beobachteten Galaz-Montoya
et al. eine Erhéhung des intrazellularen Calciums Uber einen alternativen Signalweg,
vermutlich bedingt durch die Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und der Inositol-
1,4,5-trisphosphat(IP3)-Rezeptoren. Die G-Proteine Gs und G; sowie cAMP waren in
diesen Experimenten nicht involviert (71). Ein weiterer moglicher Signalweg konnte
(ebenfalls nach B-Arrestin-Aktivierung) Uber Phosphorylierung des ,epidermal growth
factor’-Rezeptors (EGFR) und die Aktivierung der EKR1/2 laufen, wie Untersuchungen
am B1-AR zeigen (116).
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Die folgende Abbildung 2 stellt schematisch die Struktur der Adrenozeptoren am Bei-

spiel des humanen B2-Rezeptors dar (188).

Extracellular

Intracellular

Abb. 2: Die Struktur des humanen (32-Rezeptors (188).

2.2.5.1 Die a;-Rezeptoren

Die a-Adrenozeptoren werden in ai-Rezeptoren und a»>-Rezeptoren aufgeteilt. Man un-
terteilt die a1-Rezeptoren wiederum in aia -, ais- und aip-Rezeptoren. Friher vermutete
man das Vorhandensein eines aic-Rezeptors, es stellte sich aber heraus, dass es sich
um den ai1a-AR handelte (182). Als mdglicher neuer Adrenozeptor wurde ai. identifi-
ziert, dieser war aber wahrscheinlich eine Konformationsvariante von aia (87, 164). Die
a1-AR sind an ihrem aminoterminalen Ende unterschiedlich lang. Fir aia betragt die
Lange ungefahr 25, flr aig 42 und fur aip ca. 90 Aminosauren. Die carboxyterminalen
Enden sind sehr heterolog (82). Beispiele fur a;-Agonisten sind Oxymetazolin, Imidazo-
lin und Naphazolin (169), wahrend Prazosin, Terazosin und Doxazosin typische Anta-

gonisten sind (85). Die Suche nach selektiven Antagonisten fir die Rezeptorsubtypen
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gestaltete sich fur aia am erfolgreichsten, aber auch fur die anderen beiden Subtypen
konnten entsprechende Antagonisten identifiziert werden. Entsprechende selektive
Agonisten zu finden, stellte sich als deutlich schwieriger heraus (242). Die folgende Ta-

belle 2 listet selektive Agonisten und Antagonisten der einzelnen Subtypen auf.

Tabelle 2: Ubersicht Uber einige selektive Agonisten und Antagonisten fir die a:-Rezeptorsubtypen.

Rezeptorsubtyp Selektiver Agonist Selektiver Antagonist

Adr. aia A-61603 (123) KMD-3213 (207),
RS-17053 (68),
A-131701 (89)

Adr. ais ? Cyclazosin (154)

Adr. aip ? BMY 7378 (78)

Die Stimulation der a;-Rezeptoren fuhrt in den meisten Fallen zur Aktivierung eines Per-
tussistoxin-insensitiven G-Proteins der Gq11-Familie, allerdings wurde auch die Aktivie-
rung anderer (Pertussistoxin-sensitiver) G-Proteine beschrieben (82). Der Hauptweg
fuhrt Gber die Aktivierung der Phospholipase C, welche Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) aus der Zellmembran in Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Di-
acylglycerol (DAG) spaltet. IPs interagiert mit verschiedenen Rezeptoren intrazelluléarer
Organellen (wie dem sarkoplasmatischen Retikulum), was eine Freisetzung von Calci-
um zur Folge hat. Das Diacylglycerol aktiviert seinerseits die Proteinkinase C (PKC),
welche u. a. Ca?*-Kandle, aber auch andere Zellbestandteile, phosphoryliert. Diese
wiederum kénnen die intrazellulare Calciumkonzentration regulieren und die Expression
verschiedener Gene beeinflussen, was in der glatten Muskulatur von Gefal3en u. a. zu
einer Steigerung der Expression von Wachstumsfaktoren fuhrt (82, 150). Die PKC wird
zusatzlich durch die (durch IPs-bedingte) Erhéhung des intrazellularen Calciums akti-
viert (242). Die der Calciummobilisation zugrunde liegenden Mechanismen sind insge-
samt sehr komplex und nicht vollstandig aufgeklart (160, 242). Es scheint, dass die Er-
héhung der Calciumkonzentration in den Zellen auch tber eine direkte Aktivierung von
Calciumkanalen erfolgen kann (59, 88). Weitere Signalwege laufen Uber die Aktivierung
der Phospholipase D (PLD) (194) und Phospholipase A, (PLA?) (107, 167), was jeweils
zur Freisetzung von Arachidonsaure fuhrt. Der Hauptsignalweg muindet in den meisten

Zellen in der Erhohung des intrazellularen Calciums, welches eine Vasokonstriktion be-
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wirkt (160). Insbesondere in kleineren arteriellen Widerstandsgefal3en spielt auch der
calciumsensitivierende Weg via PKC und CPI-17 eine wichtige Rolle fur die Gefal3kons-
triktion (121, 229). Abbildung 3 bietet einen Uberblick tber die wichtigen Signalwege in
der glatten Muskulatur (modifiziert nach (227)).

Noradrenalin

Ca?* .

. ¢ o1 -Adrenozeptor

(]
T T | RhoA-GDP
c o . ; B
k- SR |<«IP, DAG (inaktiv) RhoA-GTP
wn c .
233 (aktiv)
5 o¥
c O~
c (341 PKC
=3 gu \ ROCK

T L > Ca® o —. AP,

a -
> @GR (nakiv)
Aktivierungi ,,*
%

TR M
(aktiv)
L L
Kontraktion <> Relaxation

Abb. 3: Wichtige Signalwege der ai-adrenergen Rezeptoren in der glatten Muskulatur (modifiziert nach
(227)). Ca?* — Calcium, CaM — Calmodulin, CPI-17 — C-Kinase-aktivierter Proteinphosphatase-1-Inhibitor,
DAG - Diacylglycerol, GDP — Guanosindiphosphat, GTP — Guanosintriphosphat, Pz — Inositol-1,4,5-
trisphosphat, MLC — Myosin-Leichtkette, MLCK — Myosin-leichte-Ketten-Kinase, MLCP — Myosin-leichte-
Ketten-Phosphatase, PIP2 — Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, P — Phosphat, PKC — Proteinkinase C,

PLC - Phospholipase C, ROCK — Rho-assoziierte Proteinkinase, SR — sarkoplasmatisches Retikulum.

2.2.5.2 Die a,-Rezeptoren

Die a>-Rezeptoren wurden urspringlich als prasynaptische Rezeptoren, welche die
Freisetzung verschiedener Neurotransmitter aus Neuronen des zentralen und periphe-
ren Nervensystems inhibieren, verstanden. Sie werden in a2a-, az2s- und axc-Rezeptoren
unterteilt. Bei Nagetieren wird ein azp-Rezeptor beschrieben, welcher eine Variante des
a2a-AR darstellt (16, 87, 171). Die Homologie der Aminosauresequenzen der Subtypen
ist hoch, sie liegt bei tiber 80 %, weswegen auch die ligandenbindenden Seiten der Pro-

teine sehr ahnlich sind. Der Uberwiegende Unterschied liegt in deren Grol3e, wie drei-
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dimensionale Modelle zeigen. Die hohe Homologie erschwert es, Liganden zu finden,
die fur die jeweiligen Subtypen spezifisch sind (174). Clonidin und Moxonidin sind typi-
sche az-Agonisten (115), Yohimbin und Idazoxan az-Antagonisten (157). In Tabelle 3

sind selektive Agonisten und Antagonisten fir die Rezeptorsubtypen aufgelistet.

Tabelle 3: Ubersicht Uber einige selektive Agonisten und Antagonisten fir die az-Rezeptorsubtypen.

Rezeptorsubtyp Selektiver Agonist Selektiver Antagonist
Adr. aza Guanfacin (218) BRL 44408 (55)
Adr. azs A-1262543 (37) AGN-209419 (146),

Imiloxan (208)

Adr. axc Compound A/B (101) MK912 (219),
JP-1302 (208)

Die Signalwege der a>-Rezeptoren laufen Uberwiegend Uuber G-Proteine der
Gio-Familie. Durch die Gai-Untereinheit kommt es zu einer Verminderung der Aktivitat
der Adenylatcyclase, was wiederum die intrazellulare Konzentration von cAMP ernied-
rigt (74). Uber die By-Untereinheit des G-Proteins sowie (iber B-Arrestin verlaufen weite-
re Signalwege, wie z. B. eine Erhohung der Offnungswahrscheinlichkeit von K*-Kanalen
mit dem Effekt der Hyperpolarisation und in Neuronen eine Hemmung von N- und P/Q-
Typ-Ca?*-Kanalen (74, 87, 143, 213). Auch die Aktivitat der Phospholipase A, (104),
C (73) und D (149) kann durch Aktivierung der a>-Adrenozeptoren beeinflusst werden.
Zusatzlich wird beispielsweise in Miller-Zellen der Retina Gber die a2-AR der Signalweg
der MAPK, wie z. B. der EKR, in Gang gesetzt, welche wiederum bedeutsam fur Prolife-
ration, Differenzierung und weitere zellulare Funktionen sind (181). Die By-Untereinheit
scheint auBerdem eine Rolle bei der Verhinderung der prasynaptischen Freisetzung

von Noradrenalin zu spielen (74).

2.2.5.3 Die B-Rezeptoren

Die B-Rezeptoren werden in B1, B2 und B3 eingeteilt. Zwischenzeitlich wurde die Exis-
tenz eines Bs-Rezeptors angenommen, hierbei handelte es sich aber am ehesten um
eine Konformationsvariante von B1 (83, 87). Cherezov et al. gelang es 2007 erstmals,

die kristalline Struktur des humanen 2-Adrenozeptors darzustellen (34). Ein nichtselek-
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tiver B-Agonist ist Isoprenalin, wahrend Propanolol einen nichtselektiven Antagonisten
darstellt (3). Einige fur die Subtypen selektive Liganden sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: Ubersicht tiber einige selektive Agonisten und Antagonisten fiir die f-Rezeptorsubtypen.

Rezeptorsubtyp Selektiver Agonist Selektiver Antagonist
Adr. B1 Denopamin (100) Metoprolol,
Atenolol,
Carvedilol,
Nebivolol (51)
Adr. B Salbutamol, ICI 118551 (119)
Formoterol,
Fenoterol (201)
Adr. Bs BRL 37344 (12), SR 59230A (168)
ZD 7114,

CGP 12177A (202)

Die Stimulation der B-Rezeptoren fuhrt zu einer Aktivierung des trimeren Gs-Proteins.
Das Gs-Protein aktiviert wiederum die Adenylatcyclase, wodurch die Konzentration des
intrazellularen cAMPs erhoht wird. Dieses aktiviert die Proteinkinase A (PKA), welche
L-Typ-Ca?*-Kanale phosphoryliert. Dadurch sinkt die intrazellulare Ca?*-Konzentration.
Das Gs kann jedoch auch direkt spannungsabhangige Ca?*-Kanale beeinflussen (20).
Die Aktivierung von B2-Rezeptoren kann tber die PKA K*-Kanale aktivieren, was in Ge-
falRen zu einer Vasodilatation fuhrt. Dies wurde in Untersuchungen an verschiedenen
Gefal3systemen demonstriert (28, 192, 206). In glatter Muskulatur von Atemwegen wur-
de ebenfalls eine B-adrenerge Aktivierung Ca?*-abhangiger K*-Kanale beschrieben
(105, 161). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass unter bestimmten Vorausset-
zungen auch Signalwege Uber das inhibitorische Gi-Protein laufen kénnen (9, 31). Még-
licherweise dient dies der Desensitisierung der Rezeptoren (9). Calciumsensitivierende
Signalwege via Modulation der Myosin-leichte-Ketten-Phosphatase MLCP sind fur die
B2-Rezeptoren in der glatten Muskulatur der Bronchien der Lunge beschrieben worden
(44). Uber B-Arrestin kann (wie bei den a-AR) der G-Protein-abhéangige Signalweg be-
endet werden (80, 147). Im Endothel von GefaRen und im Myokard wird, vermittelt
durch B2 und B3, auBerdem Uber die Proteinkinase B (zusatzlich zur Proteinkinase A)

die NO-Synthase aktiviert, was zu einem NO-Anstieg fuhrt. Hierdurch kommt es zu
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einer Relaxation der glatten GefaBmuskulatur (64, 189). Genau wie die a-Rezeptoren
kénnen auch die B-AR lUber MAPK-abhangige Signalwege die Transkription von Genen
in Gang setzen (220).

ca? 0,-AR B,-AR By-AR Ca2!
/ [I,U] % - - il \
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Abb. 4: Ubersicht iiber die verschiedenen Signalwege der Adrenozeptoren im Endothel und in glatten
Muskelzellen von GefaRen (189). — — Aktivierung, =@ — Inhibierung, AA — Arachidonsaure, Akt — Pro-
teinkinase B, ATP — Adenosintriphosphat, Ca?* — Calcium aus spannungs- und agonistenabhangigen
Kanalen, CAMKK — calmodulinabhéngige Proteinkinase Kinase, cAMP — zyklisches Adenosinmonophos-
phat, cGMP - zyklisches Guanosinmonophosphat, COX — Cyclooxygenase, cPLA2 — zytosolische Phos-
pholipase A2, DAG — Diacylglycerol, EC — Endothelzelle, EDH(F) — endotheliumbedingte Hyperpolarisati-
on (bzw. hyperpolarisierender Faktor), Gi — inhibitorisches regulatives G-Protein, Gq — heterotrimere G-
Protein-Untereinheit g, Gs — stimulierendes regulatives G-Protein, GTP — Guanosintriphosphat, IP3 — Ino-
sitol-1,4,5-trisphosphat, K* — Kalium aus spannungs- und agonistenabhéngigen Kanalen, L-arg — L-
Arginin, NADPH — Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, NO — Stickstoffmonoxid, NOS — Stickstoffmon-
oxid Synthase, PGH2 — Prostaglandin Hz, PGl2 — Prostacyclin, PIsK — Phosphoinositid-3-Kinase, PIP2 —
Phosphatidylinositolbisphosphat, PKA — Proteinkinase A, PKG — Proteinkinase G, PLC — Phospholipase

C, ROS - reaktive Sauerstoffspezies, S.R. — sarkoplasmatisches Retikulum, VSMC — glatte Muskelzelle.
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2.2.6 Einfluss der verschiedenen adrenergen Rezeptoren auf den Gefaldtonus der
Nierengefalle

Entscheidend fiir die Beeinflussung des vaskularen Tonus der Nieren- und insbesonde-
re der Widerstandsgefal3e sind in der Ratte die a:-Rezeptoren (48). Bei der Vermittlung
der Vasokonstriktion dominieren aia-Rezeptoren (33, 47), jedoch gibt es Hinweise, dass
auch aip- Rezeptoren den vaskuléaren Tonus verstarken konnen (8, 112, 196, 198). Die
ai1s-Rezeptoren spielen unter physiologischen Bedingungen eher eine untergeordnete
Rolle (196). Mdglicherweise sind sie bei Hypoxie von Bedeutung, da sie unter sauer-
stoffarmen Umstanden in glatter Muskulatur verstarkt exprimiert werden (56). Untersu-
chungen von Ratten mit Nierenversagen und friher diabetischer Nephropathie lassen
vermuten, dass der vasokonstriktorische Effekt der aig-Rezeptoren insbesondere unter
pathophysiologischen Bedingungen in Erscheinung tritt (114).

Die a>-Rezeptoren werden zu einem grol3en Teil, aber nicht ausschlie3lich, prasynap-
tisch im Sinne einer Autoregulation exprimiert (39). Sie sind zunachst fur den Tonus der
renalen Widerstandsgefalle wenig bedeutsam. Bei postsynaptischer Expression ver-
starken sie die ATII- und Vasopressin-induzierte renale Vasokonstriktion bei Ratten
(72). Bei manchen Spezies, wie z. B. Hunden, wurde allerdings auch eine direkte
a2-bedingte Vasokonstriktion beschrieben (231).

Fur die Vasodilatation der kleinen NierengefalRe sind moglicherweise die B1-AR verant-
wortlich. Die B2-AR verursachen in vielen Gefal3gebieten eine Relaxation glatter Musku-
latur. In den afferenten Arteriolen sind sie nur von untergeordneter Bedeutung, wie Ex-
perimente an Kaninchen zeigen (225). Friher wurde vermutet, dass die $3-AR den To-
nus der glatten Gefallmuskulatur nicht beeinflussen, mittlerweile liegen gegenteilige
Beweise fir verschiedene GefaRsysteme vor (87). Untersuchungen an Ratten haben
gezeigt, dass eine Aktivierung der B3-AR durch den Betablocker Nebivolol tber die Akti-
vierung der NOS in afferenten und efferenten Arteriolen in der Niere eine Vasodilatation
bewirken kann (61).

2.3 Herleitung der Fragestellung

Aus der Literatur geht hervor, dass das sympathische Nervensystem von enormer Be-
deutung bei der Regulation der renalen Durchblutung insbesondere im Bereich der Wi-

derstandsgefal3e und u. a. Uber diesen Mechanismus an der Entwicklung verschiedener
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kardiovaskularer Erkrankungen beteiligt ist. Die den Muskeltonus verandernden Signal-
kaskaden in der glatten Gefaldmuskulatur werden durch die adrenergen Rezeptoren
ausgelost, welche den Tonus auf unterschiedliche Weise — in Abhéngigkeit vom Gefal3-
abschnitt und dem jeweiligen Rezeptortyp — beeinflussen. Dies kann bei der Behand-
lung verschiedener Nierenerkrankungen, z. B. dem akuten Nierenversagen und in der
Folge den Ischamie-/Reperfusionsschaden sowie der chronischen Niereninsuffizienz
und dem daraus folgenden arteriellen Hypertonus, klinische bzw. pharmakologische
Relevanz haben.

Aufgrund der unterschiedlichen Auswirkungen der Aktivierung der Rezeptoren ist es
wichtig, zum einen ihre Verteilung entlang der grol3en und kleinen Widerstandsgefalle
in der Niere und zum anderen deren Effekt auf den vaskularen Tonus in den entspre-
chenden Abschnitten der renalen Gefal3e sowohl unter Kontrollbedingungen als auch
bei Ischamie zu kennen. Es ergeben sich daher folgende Fragestellungen:

1. Wie sind die Rezeptoren des adrenergen Systems differentiell in den verschie-
denen Nierengefalen exprimiert?

2. Welche funktionellen Antworten der Gefal3e existieren in der Niere auf Noradre-
nalin?

3. Wie andert sich die Rezeptorexpression und GefalRfunktion nach Hypo-

xie/Reoxygenierung?

In der folgenden Arbeit wurden exemplarisch die NierengefaRe von C57BL/6-Mausen
untersucht. Teilergebnisse der Arbeit (Expression der adrenergen Rezeptoren in der
Arteria interlobaris, Abschnitt 4.1.1, sowie der Einfluss von Noradrenalin auf den
Gefaldtonus der A. interlobaris, Abschnitt 4.3.1) wurden 2015 im Artikel ,Noradrenaline
enhances angiotensin Il responses via p38 MAPK activation after hypoxia/re-
oxygenation in renal interlobar arteries“ von J. Kaufmann, P. Martinka, O. Moede,
M. Sendeski, A. Steege, M. Fahling, M. Hultstrom, M. Gaestel, I. C. Moraes-Silva,
T. Nikitina, Z. Z. Liu, O. Zavaritskaya und A. Patzak in der Acta Physiologica (Oxf.) 213:
920-932, 2015, veroffentlicht (111).
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Folgende Aufgabenstellungen sind Gegenstand der vorliegenden Promotionsschrift:

1. Gewinnung einer adaquaten Menge und Qualitat verschiedener Abschnitte des
Nierengefal3systems

2. Bestimmung der Rezeptorexpression auf mRNA-Ebene mithilfe der real-time
PCR in verschiedenen Gefal3abschnitten

3. Analyse der relativen Expression der Adrenozeptoren in den afferenten Arterio-
len nach Hypoxie/Reoxygenierung

4. Funktionelle Untersuchungen zur Wirkung von Noradrenalin auf verschiedene
Gefallabschnitte

30



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Es wurden mannliche Mause des Stammes C57BL/6 mit einem Alter von drei bis sechs
Monaten verwendet. Sie lebten in gemeinsamer Kafighaltung und wurden mit handels-
Ublichem Pressfutter und Wasser ernahrt.

Alle im Folgenden genannten Tierexperimente bertcksichtigten das vom Bundesminis-
terium der Justiz herausgegebene Tierschutzgesetz vom 08.05.2006. Es lag vom Lan-
desamt fir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und Technische Sicherheit Berlin eine
Empfangsbestéatigung Uber die Anzeige zur Tétung von Wirbeltieren zu wissenschatftli-
chen Zwecken vom 24.02.2006 vor (AZ T003/06). Des Weiteren wurden die ,,Grundsat-

ze der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® beachtet.

3.2 Isolierung und Lagerung der Gefalde fur die Expressionsanalysen
3.2.1 Praparation der gro3en Nierenarterien

Die Mause wurden mittels Isofluran (Carl Roth GmbH, Deutschland) narkotisiert und
durch zervikale Translokation getdtet. Die Nieren wurden nach Bauchschnitt entfernt
und im Becherglas bei 4 °C in einer Praparierlosung zwischengelagert. Die Praparation
erfolgte in kalter Praparierlosung in einer mit Silikon beschichteten Praparierschale un-
ter einem Stereomikroskop (Typ MZ6 Leica, D). Die Arterien wurden unter Zuhilfenah-
me von Mikropinzetten (Aesculap AG, Deutschland) und Trabekularschere (gerade,
8 cm, Geuder, Deutschland) schonend vom umgebenden Fett- und Bindegewebe be-
freit, ohne sie dabei zu berihren.

Fur die Isolierung der Gefalde befand sich das Nierengewebe in physiologischer Losung
(118,6 mmol/l NaCl, 4,7 mmol/l KCI, 1,25 mmol/l CaCl,, 1,2 mmol/l MgSQOa, 1,2 mmol/I
KH2PO4, 25,1 mmol/l NaHCO3, 11,1 mmol/l Glucose und 0,02 mmol/l EDTA), welche
mit Carbogen aquilibriert wurde. Die Arterien wurden unter Verwendung eines Opera-
tionsmikroskops préapariert.

Die isolierten Gefal3e der einzelnen Versuchstiere wurden jeweils in einem Eppen-
dorfgefal’ in flussigem Stickoxid schockgefroren. Die anschlieliende Lagerung fur einige

Tage erfolgte bei -80 °C im Gefrierschrank.
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Fur die Expressionsuntersuchungen der Interlobararterien wurden 140 Gefal3e aus
18 Versuchstieren prapariert, fur die Analyse der Genexpression in der A. arcuata wur-
den vier bis sechs Gefal3e pro Tier aus insgesamt zwolf Tieren gewonnen.

3.2.2 Préaparation praglomeruléarer Arteriolen zur RNA-Gewinnung

Zur Gewinnung einer grofl3eren Zahl von préaglomerularen GefalRen wurde die Methode
von Chaudhari et al. verwendet (30). Das Verfahren beruht auf der Kombination einer
Eisenoxidperfusion der Gefal3e und nachfolgender Isolation unter Anwendung von Ge-
webesieben. Die Tiere wurden getotet, der Thorax gedffnet und via linken Ventrikel
wurde das Gefal3system mit einer PBS-L6sung gespult. Im Anschluss erfolgte die Infu-
sion einer eisenoxidhaltigen physiologischen Lésung (PBS, Zusammensetzung der Ei-
senoxidlésung: 50 ml PBS, 5 g Eisenoxid-Pulver, 5 g bovines Serumalbumin). Die infol-
ge der Perfusion dunkel erscheinenden Nieren wurden entnommen und im weiteren
Verlauf gekuhlt aufgearbeitet. Zun&chst wurde die Kapsel entfernt und die Nieren wur-
den unter Verwendung spezieller scharfer Rasierklingen fur 5 min in kleinste Teile ge-
hackt. Das Nierengewebe wurde in PBS-Losung aufgeschwemmt, mit Spritzen aufge-
zogen und durch Kanilen gepresst. Dadurch erfolgte eine weitere Trennung von Gefa-
Ben und Tubuli. Starke Magnete dienten zur Auftrennung von eisenhaltigen Gefal3en
und den Tubuli. Die Prozedur wurde mehrfach wiederholt und dabei wurde die GrélRe
der Kandlen von 0,9 mm auf 0,6 mm reduziert. Im Anschluss an diese Prozedur wurden
die Gewebepartikel durch Siebe mit Porengré3en von 100 um und 80 um gepresst. Das
gewonnene Material wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und einige Tage bei
-80 °C aufbewahrt.

Protokoll:

Es wurden insgesamt 24 mannliche Mause (C57BL/6) verwendet. In einer ersten Serie
wurde die mRNA-Expression adrenerger Rezeptoren in isolierten Arteriolen von sechs
Tieren ohne jegliche Behandlung mittels gPCR bestimmt. Das Material wurde direkt
nach Isolierung schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Fur die Untersuchung der
Auswirkung von Hypoxie und Reoxygenierung auf die mRNA-Expression von adrener-
gen Rezeptoren wurden 18 Tiere verwendet. In den entsprechenden physiologischen
Lésungen (118,6 mmol/l NaCl, 4,7 mmol/l KCI, 1,25 mmol/l CaCl,, 1,2 mmol/l MgSOs4,
1,2 mmol/l KH2PO4, 25,1 mmol/l NaHCO3, 11,1 mmol/l Glucose und 0,02 mmol/l EDTA)
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wurden Arteriolen von neun Tieren mit einem Gasgemisch aus 95 % N2 und 5 % CO:
fur 1 h begast. Die Reoxygenierung erfolgte durch 10 min Carbogenbegasung. Arterio-
len von weiteren neun Tieren wurden zur Kontrolle 70 min lang mit Carbogen behan-
delt.

3.2.3 Préaparation efferenter Arteriolen

Die Méause wurden (wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben) getdtet und die Nieren ent-
nommen. Die Nierenkapsel wurde entfernt und dinne Nierenquerschnitte wurden her-
gestellt, die in DMEM F-12 (HEPES und 0,1 % Albumin) auf Eis bei 0 °C aufbewahrt
wurden. Die Praparation der efferenten Arteriolen erfolgte in DMEM F-12 (HEPES und
0,1 % Albumin) ohne zuséatzliche Begasung bei 4 °C mittels kleinster Pinzetten (No. 5,
Dumont, Montignez, Schweiz) per Hand. Glomeruli des &uf3eren und mittleren Kortex
wurden identifiziert und die efferenten Arteriolen wurden dargestellt. Die Gefal3e wurden
mit feinen Skalpellen proximal am Glomerulus und distal am Ubergang in die Kapillaren
durchtrennt und die Arteriolen wurden mit einer Saugpipette in Eppendorfgefalle
(1,5 ml) transportiert und sofort schockgefroren. Es wurden Arteriolen von sechs mann-
lichen C57BL/6-Mausen gewonnen. Insgesamt standen 23 GefalRe zur Verfigung. Die

Dauer der Praparation betrug pro Tier jeweils ca. 1 h.

3.3 Funktionelle Untersuchungen

3.3.1 Préaparation, Perfusion und isotonische Untersuchung afferenter und effe-

renter Arteriolen

Nach Tiertotung und Nierenentnahme wurden letztere von der Kapsel befreit. Mittels
langer Rasierklingen wurden dinne Gewebescheiben angefertigt und in DMEM F-12
(HEPES und 0,1 % Albumin) auf Eis gelagert. Die Praparation afferenter Arteriolen er-
folgte unter einem Stereomikroskop (SMC 4, Askania Mikroskop Technik Rathenow,
Deutschland) mit 250-facher VergroBerung. Es wurden Pinzetten No. 5 (Dumont,
Schweiz) verwendet, welche fir die Arbeit mit Schleifsteinen (white Arkansas) bearbei-
tet wurden. Arteriolen und zugehdrige Glomeruli wurden tUberwiegend aus dem mittkor-
tikalen Bereich sowie von &uf3eren Rindenbereichen isoliert. Dabei wurden Berihrun-
gen oder ubermaRige Dehnung der Gefal3e vermieden. Arteriolen mit Glomeruli wurden

aus der auf 4 °C thermostatierten Praparierschale (Werkstéatten der Charité, Berlin,
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Deutschland) in die Experimentierkammer mittels einer Saugpipette transportiert. Die
Pipetten waren im Lumen proteinbeschichtet, um ein Anheften der Praparate an der
Pipetteninnenwand weitestgehend auszuschlieRen. Nach Uberfilhrung der Praparate in
die Experimentierkammer (Volumen: 2 ml) wurden sie mithilfe der Haltepipetten fixiert
und perfundiert.

Das Mikroperfusionssystem bestand aus einem linken und einem rechten Perfusions-
apparat. Diese waren geeignet, die selbst hergestellten Pipetten (Rohmaterial: Drum-
mond Scientific Company, Broomall, PA, USA) zu justieren und einen Lésungstausch
im System zu ermoglichen (Luigs & Neumann Feinmechanik und Elektrotechnik GmbH,
Ratingen, Deutschland). Die Positionierung der Pipetten in der Kammer gelang durch
motorisierte Mikromanipulatoren (Luigs & Neumann), die auf dem Tisch des Mikroskops
(Axiovert 100, Zeiss Oberkochen, Deutschland) angebracht waren. Das Praparat wurde
durch die Haltepipette auf der rechten Seite durch leichtes Saugen am Glomerulus oder
an Tubulusresten fixiert. Die Arteriolen wurden jeweils am freien Ende in die Haltepipet-
te gesaugt und mit einer Perfusionspipette (5 um Auf3endurchmesser) perfundiert. Die
Perfusionslésung war DMEM F-12 (+ HEPES und 1 % Albumin). Diese wurde Uber ein
Schlauchsystem aus einem Vorratsbehéalter in die Spitze der Perfusionspipette ge-
bracht. Der Druck im Vorratsgefal betrug 100 mmHg fur afferente Arteriolen und
50 mmHg flr efferente Arteriolen. Die Perfusionsgrof3e lag fur afferente Arteriolen bei
etwa 50 nl/min und damit im physiologischen Bereich (145). Arteriolen wurden nach
einer Aufwarmphase in der thermostatierten Kammer (VETEC, Rostock, Deutschland)
mit einer physiologischen Losung, die 100 mmol/l KCI enthielt, getestet. Nur afferente
Arteriolen, die auf die kurzzeitige Applikation mit einer unmittelbaren und vollstandigen
Konstriktion reagierten, wurden verwendet. Die Integritat efferenter Arteriolen wurde
anhand des typischen Bildes im Mikroskop (sichtbare Myozyten), Reaktion auf Erwar-
mung sowie Resistenz auf Druckerhhungen bewertet. Die Prifverfahren zur Testung
der GefaRintegritat wurden tber Jahre sowohl international als auch in unserem Labor
etabliert. Die funktionellen Eigenschaften der GefalRe bedingen die jeweiligen Testver-
fahren. Afferente Arteriolen besitzen spannungsabhéngige Ca?*-Kanale vom L-Typ. Es
lasst sich durch kurzzeitige Applikation einer kaliumreichen Lésung (100 mmol/l KCI, im
Austausch mit 95 mmol NaCl: 20 mmol/l NaCl, 25 mmol/l NaHCOs3, 2,5 mmol/l KzHPOa,
1,3 mmol/l CaClz, 1,2 mmol/l MgSO4, 100 mmol/l KCI und 5,5 mmol/l Glucose) eine De-
polarisation auslésen, die keinen Einfluss auf die Funktion der Geféal3e und den weiteren

Verlauf des Experimentes hat (90). In den efferenten Arteriolen ist die Reaktion auf KCI
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sehr gering, sodass dieser Test hier nicht anwendbar war. Es wurden nur Gefal3e ver-
wendet, die innerhalb von 90 min nach Totung des Tieres perfundiert waren.

Protokoll:

Nach Testung der Gefal3e folgte eine Adaptationsphase von 10 min. Danach wurde die
Badl6sung alle 2 min ausgetauscht und es wurden dabei Noradrenalinkonzentrationen
im Bereich von 10-° bis 105 mol/l (afferente Arteriolen: n = 8, efferente Arteriolen: n = 5)

appliziert.

Datenaufnahme und Auswertung:

Es wurden fur Ausgangssituationen und fur die jeweiligen Noradrenalinkonzentrationen
jeweils funf videomikroskopische Bilder aufgenommen (Videokamera und Programm:
Moticam 2.0, Motic Asia, Hongkong). Der zeitliche Abstand zwischen den Aufnahmen
war 1 s. Die Aufnahmen wurden jeweils 1 min 45 s nach Applikationsbeginn gestartet.
Die Bilder wurden auf einem Computer gespeichert und offline ausgewertet. Als Mal3 fur
die Kontraktilitat diente die Anderung des Durchmessers der GefaR3e. Diese wurde nach
Kalibrierung des Systems mithilfe des Programms Imaged (verfigbar unter
https://www.imageJ.org) gemessen. Die Werte der funf zusammengehdrigen Bilder

wurden gemittelt und dieser Wert wurde weiterverwendet.

Abb. 5: Darstellung einer isoliert perfundierten afferenten Arteriole vor und nach Zugabe von Noradrena-
lin. Auf der linken Seite befindet sich die Arteriole im nicht kontrahierten Zustand, auf der rechten Seite

sieht man eine durch Kontraktion der glatten GefaRmuskulatur bedingte Lumenverengung.
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3.3.2 Kraftmessung an den grof3en Nierenarterien

Die Messung der Kraft der grof3en renalen Arterien wurde mit einem Drahtmyographen
(Modell 500A, J. P. Trading, Aarhus, Danemark) durchgefihrt. Diese Apparatur gestat-
tete eine gleichzeitige und voneinander unabh&angige Untersuchung von zwei Gefalien.
Die hierbei verwendete Experimentierlosung (118,6 mmol/l NaCl, 4,7 mmol/l KCI,
2,5 mmol/l CaClz, 1,2 mmol/l MgSOs, 1,2 mmol/l KH2PO4, 25,1 mmol/l NaHCOs3,
11,1 mmol/l Glucose und 0,02 mmol/l EDTA) wurde fortlaufend mit Carbogen (95 % O,
5 % COg, Linde Gas, Deutschland) begast. Die Experimentiertemperatur betrug 37 °C
und der pH-Wert war 7,4. Die Originalmesswerte wurden online via Schnittstelle (Myo-
Interface Unit, P. Trading, Aarhus, Danemark) auf ein PowerLab System (ADInstru-
ments GmbH, D) Ubertragen und mit einem Computer verbunden. Nach Praparation der
Gefal3e wurden diese auf L&nge geschnitten und mittels zweier Edelstahldrahte (40 pum)
zum einen am Kraftaufnehmer auf der einen Seite der Kammer und zum anderen an
einem beweglichen, mit einer Mikrometerschraube verbundenen, Arm fixiert. Entspre-
chend den Arbeiten und Empfehlungen von Mulvany und Halpern (163) wurden die Ge-
falRe kalibriert und es wurde ein luminaler Durchmesser eingestellt, der 90 % desjenigen
bei 100 mmHg Gefal3innendruck entsprach. Die Normalisierung bzw. Kalibrierung wur-
de entsprechend der Bedienungsanleitung fir Drahtmyographen durchgefuhrt (verfug-

bar unter https://www.dmt.dk/service_and _development.html, calibration guide).

Protokoll:

Nachdem die Normalisierung erfolgt war, erholten sich die renalen GefaRe fur 5 min.
Danach wurde eine physiologische Experimentierlésung appliziert (100 mmol/l KCI, im
Austausch mit 95 mmol NaCl: 20 mmol/l NaCl, 25 mmol/l NaHCOs3, 2,5 mmol/l KzHPOa,
1,3 mmol/l CaCl,, 1,2 mmol/l MgSOs4, 100 mmol/l KCI und 5,5 mmol/l Glucose). Die
durch die Depolarisation ausgeloste Kontraktion diente dem Gefalitest und war zugleich
Bezugswert fur die Beurteilung aller nachfolgenden Kontraktionen. Als Bezugswert wur-
de die maximale im steady state gemessene Kraft verwendet. Nach zweimaligem Aus-
waschen und Erreichen des Ausgangswertes folgte die eigentliche Versuchsdurchfiih-
rung. Die GefaRe der Experimentiergruppe wurden fir 60 min mit einem Gasgemisch
aus 95 % N2 und 5 % CO: begast (Hypoxie, n = 11). Dann wurde Carbogen fir 10 min
verabreicht (Reoxygenierung). Die Kontrollgruppe wurde mit Carbogen fir 70 min be-

handelt (n = 13). An die Hypoxie-/Reoxygenierungsphase anschlielRend wurde Nora-
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drenalin kumulativ in die Badldsung gegeben und eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve
(10 bis 3 x 10° mol/l Noradrenalin) wurde erstellt.

3.4 RNA-Isolierung und Vervielfaltigung der cDNA
3.4.1 Gewinnung und Quantifizierung der RNA

Die Isolierung der RNA aus den isolierten GefaRen erfolgte mit dem RNeasy® Micro Kit
(50) von Qiagen (#74004). Zu den Proben wurden je 350 pl Puffer RLT gegeben, wel-
cher Zellen lysiert und vorher mit B-Mercaptoethanol (zur Denaturierung von Proteinen
durch Spaltung von Disulfidbriicken) versetzt wurde. Nun wurde das Gefal3-Puffer-
Gemisch mit einem Polytron (PT3000, Kinematika) dreimal fir je ca. 10 s homogenisiert
und zwischen den Schritten fir jeweils 1 min auf Eis gestellt. Anschliel3end erfolgten
eine dreiminttige Zentrifugation (Sigma Laborzentrifuge 3K15, Thermo Scientific) bei
Raumtemperatur und 13000 g, das vorsichtige Abpipettieren des Uberstandes und
Uberfiihren in ein neues EppendorfgefaR. Nun wurde zum Uberstand die gleiche Menge
(350 pl) an 70 %igem Ethanol gegeben und beides wurde mithilfe einer Pipette vorsich-
tig vermischt. Die so entstandene Losung wurde zigig auf eine RNeasy MinElute spin-
Saule aufgetragen, welche vorher in einem 2 ml Eppendorfgefald platziert wurde. Es
erfolgte eine anschlieRende Zentrifugation bei 8000 g fur 15 s. Nach dieser wurden
350 pyl RW1-Waschpuffer auf die Saule aufgetragen, welche dann erneut bei 8000 g fir
15 s zentrifugiert wurde. Nun wurden 10 ul DNase | Stock Lésung mit 70 yl RDD-Puffer
vorsichtig vermengt und auf die Saule pipettiert, welche dann fir 15 min bei Raumtem-
peratur inkubiert wurde. AnschlieBend wurde die Saule erneut mit 350 yul RW1-Puffer
gewaschen und fiir 15 s bei 8000 g zentrifugiert. Nach Uberfiihren der Saule in ein neu-
es 2 ml-Eppendorfgefald wurden auf diese 500 pl RPE-Puffer aufgetragen und sie wur-
de 15 s bei 8000 g zentrifugiert. Daraufhin wurden 500 pl 80 %iges Ethanol zugegeben
und die RNA-bindende Saule wurde 2 min bei 8000 g zentrifugiert. Nun erfolgten ein
Platzieren der Saule in einem neuen 2 ml-Tube und ein Zentrifugieren fir 5 min bei
13000 g, um die Saule zu trocknen. Fir die RNA-Elution wurde die Séaule in ein neues
1,5 ml-Tube Uberfuhrt. Dann wurden 14 ul RNase-freies Wasser direkt auf die Mitte der
Saule aufgetragen, welche dann 1 min bei 13000 g zentrifugiert wurde. Die eluierte
RNA wurde bei -80 °C gelagert. Ein Teil der so gewonnenen RNA wurde zur Konzentra-

tionsbestimmung mithilfe eines Fotometers (NanoDrop 8000, Thermo Scientific) ver-
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wendet. Mit den gemessenen Extinktionswerten bei 260 und 280 nm wurde die Kon-
zentration der RNA berechnet.

3.4.2 Synthese der cDNA

Fur die Durchfiihrung einer PCR wurde zunachst die RNA in cDNA umgeschrieben. Die
Herstellung der cDNA erfolgte mithilfe der Reversen Transkriptase. Es wurden das
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (#4368814) und der RNase Inhibitor
(#N8080119) von Applied Biosystems (Foster City, USA) verwendet. Das Enzym Re-
verse Transkriptase ist in der Lage, RNA unter Verwendung von Desoxyribonukleosid-
triphosphaten in cDNA umzuschreiben. Hierfur wurde die RNA zunéchst (wenn das Vo-
lumen der eluierten RNA nicht ausreichte) mit sterilem Wasser auf 10 pl aufgefullt. Es
wurde bei standiger Lagerung auf Eis ein Mix aus folgenden Inhaltsstoffen hergestellt:

2 ul 10 x RT-Puffer

0,8 ul 25 x dNTPs (100 mM)

2 ul 10 x RT Random Primer

1 pl MultiScribe Reverse Transkriptase (50 U/ul)
1 pl RNase Inhibitor (20 U/ul)

3,2 pl steriles Wasser

Das entstandene Volumen betrug 10 ul. Dieses wurde im Anschluss zur RNA gegeben,
sodass sich ein Gesamtvolumen von 20 pl ergab. Es erfolgte nun im Thermocycler eine
zehnminttige Erwarmung auf 25 °C. So konnte eine Anlagerung der Random Primer an
die RNA erfolgen. Dann wurde bei 37 °C Uber einen Zeitraum von 120 min die cDNA
synthetisiert. Durch Erwarmung auf 85 °C fir 5 s wurde das Enzym inaktiviert. Schliel3-
lich erfolgte eine Abkihlung auf 4 °C. Die cDNA konnte dann bei -20 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert werden.
3.4.3 Real-time PCR

Die real-time quantitative-PCR bzw. quantitative Echtzeit-PCR ist eine Vervielfalti-
gungsmethode fir Nukleinsauren, die auf dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) beruht und zusatzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA

ermoglicht. Hierzu wurde dieser ein fluoreszierender Farbstoff zugegeben, der mit der
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doppelstrangigen DNA interkalierte, wobei ein messbares Lichtsignal abgegeben wur-
de. Folgender Mix wurde je Ansatz auf Eis hergestellt:

6,25 pl Immo Mix™ (Bioline, #Bio-25020, enthielt u. a. die Taqg-Polymerase und dNTPs)
0,25 ul 50 x SYBR Green Solution | (Bioline, #S7563)

0,5 pl Primer fw/rv (10 pmol/ul)

~ 20 ng Template (cDNA)

H-20 (steril)

Die Volumina von Wasser und Template wurden je nach Ausgangskonzentration der
cDNA variiert, sodass sich ein Gesamtvolumen von 12,5 ul ergab. Dieses wurde an-
schlieRend im dreifachen Ansatz in je ein Well einer MicroAmp™ Fast Optical 96-Well
Reaction-Platte (Applied Biosystems, #4346906) pipettiert. Die real-time PCR wurde in
einem StepOnePlus™-Gerat durchgefiihrt (Applied Biosystems). Fir jeden Ansatz wur-
den Negativkontrollen, d. h. Ansatze ohne Template, durchgefihrt. Die PCR lief nach

einer initialen zehnminttigen Denaturierung bei 95 °C in drei Schritten ab:

1. 15 s Melting bei 95 °C
2. 1 min Annealing bei 64 °C
3. 30 s Elongation bei 77 °C

Insgesamt erfolgten 40 Zyklen. Die Amplifikationskurven sind in Abbildung 6 exempla-
risch dargestellt. AnschlieRend wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt. An-
hand der Schmelzkurven war es mdglich zu erkennen, ob es sich bei der amplifizierten
DNA um die gesuchten Gene oder nur um unspezifische Produkte handelte. Die an-
schlieBende Berechnung der relativen Genexpression erfolgte mithilfe einer Auswer-
tungssoftware des StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems. Aus der gemessenen
Emission des fluoreszierenden Farbstoffes wurden Amplifikationskurven entwickelt. Es
wurde ein Schwellenwert im Bereich des linearen Anstiegs der Kurven festgelegt
(schwarze waagerechte Linie in Abb. 6, mit ,Threshold’ gekennzeichnet). Hieraus konn-
ten die Cr-Werte als Schnittpunkte des Schwellenwertes mit den Amplifikationskurven
abgeleitet werden. Diese entsprachen der Anzahl an Zyklen, die erforderlich waren, um
ein konstant definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen. Die Berechnung der relativen

Genexpression erfolgte mithilfe der ACy-Methode. Die Differenz der Ct-Werte der Re-
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zeptorgene und des Cr-Wertes von B-Aktin als Vergleichsstandard ergibt den ACt-Wert
als Mal3 fur die relative mMRNA-Menge der untersuchten Gene:

ACt = Cr(zieigen) - Cr(Referenzgen)

Das Ergebnis wurde dann in folgende Formel eingesetzt:

Relative Genexpression = 274

Unter Bertcksichtigung der Primereffizienzen E verwendeten wir folgende Formel:

Relative Genexpression = E™

Amplification Plot
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Abb. 6: Exemplarische Darstellung der Amplifikationskurven aller neun Rezeptorgene sowie von 3-Aktin.
Die rote waagerechte Linie entspricht dem in diesem Fall festgelegten Schwellenwert (Threshold). Auf
der y-Achse ist die Starke des Fluorenzenzsignals dargestellt, auf der x-Achse die Anzahl der durchlau-

fenen Zyklen (eigene Abbildung aus der StepOne™ Software v2.0 — afferente Arteriolen).

Um die relative Expression fir Hypoxie/Reoxygenierung zu berechnen, wurde die
AACt-Methode verwendet. Die Formel hierfur lautet:
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Relative GenexpreSSion - 2—(ACTBehandIung—ACTKontrolle) — 2—AACT (183)

Da unter Hypoxie die Amplifikationsrate fur p-Aktin nicht dem Qualitdtsstandard ent-

sprach (zu erkennen an einer zu geringen Steigung der Amplifikationskurve), wurde fur

diese Bedingungen das Referenzgen 18S RNA als Normalisierungsgrundlage verwen-

det. Sowohl B-Aktin als auch 18S RNA stellen geeignete Referenzgene fiir die Expres-

sionsanalyse unter hypoxischen Bedingungen dar (162, 165).

In Tabelle 5 sind die Gensequenzen aller in der real-time PCR verwendeten Primer

(adrenerge Rezeptoren, -Aktin sowie 18S RNA) aufgelistet.

Tabelle 5: Gensequenzen der einzelnen Primer fir die adrenergen Rezeptoren, $-Aktin und 18S RNA.

Primer

Adr. aia

Adr. a1

Adr. a1p

Adr. QoA

Adr. azs

Adr. Ooc

Adr. ﬁl

Adr. Bz

Adr. Bg

B-Aktin

18S RNA

Genbank

NM_013461

NM_007416

NM_013460

NM_007417

NM_009633

NM_007418

NM_007419

NM_007420

NM_013463

NM_007393

NM_10098.1

Sequenz

fw: TGC GAG GAC TGA AGG TCC GCT
rv. CAG GGA CGC TGG GCG AAT GG

fw: TCC AGG GAA AAG AAA GCA GCC AA
rv: GGG TAG ATG ATG GGG TTG AGG CA

fw: TAA GGC TGC TCAAGT TTT CCC GC

rv. TGA GCG GGT TCA CAC AGC TAT TGA
fw: TCC GCT GCC TCT TGG GGT AAG A

rv: TCT AAG CGG CAG GAT CGA GTA GGG
fw: TGG TAC ATC TTG GCT TCC AGC ATC G
rv: TTT AGC CGA GGC TGG AACTCCC

fw: CCA ATG AGC TCA TGG CCT ACT GGT
rv: AGA TGA GCC ACACGG CCACGAT

fw: TCG TGT GCA CAG TGT GGG CCA T

rv: TGA TGC ACA GGG GCA CGT AGA AG
fw: TGT GGA ATT TTG GCA ACT TCT GGT G
rv: AGG CAA AAA GGA GGT AAG GCCAGAT
fw: ACT TTC GCG ACG CCT TCC GT

rv: TTG CTG GAT CTT CAC GGC CCT

fw: CAC CCG CGAGCACAGCTTCTTT

rv: AAT ACA GCC CGG GGA GCATC

fw: GAT CAA AAC CAA CCC GGT CA

rv: CCG TTT CTC AGG CTC CCT CT

Produkt-
groiRe

220 bp

190 bp

200 bp

190 bp

187 bp

205 bp

180 bp

207 bp

190 bp

155 bp

227 bp
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3.5 Erstellen der Standardkurven

Die Standardkurven dienten der Ermittlung der Effizienz der spezifischen Primer und
wurden vor den eigentlichen Untersuchungen bestimmt. Als Ausgangsmaterial wurde
Gewebe einer Mausniere (C57BL/6) verwendet. Die primerspezifischen Gensequenzen
wurden in einen pCR2.1-Vektor kloniert, um ein stabiles Template zu haben. Mithilfe
einer Verdunnungsreihe lieRen sich die fur die Berechnung der Effizienz der Primer
notwendigen Standardkurven erstellen. Dadurch war es mdoglich, die Ergebnisse der
real-time PCRs fur die verschiedenen Rezeptoren zu vergleichen.

3.5.1 PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine sensitive Moglichkeit zur Vervielfaltigung
von DNA. Das verwendete Enzym Taq-Polymerase ist in der Lage, bestimmte Sequen-
zen der Desoxyribonukleinsaure nach Anlagerung spezifischer Primer, welche den Be-
ginn und die Lange des zu amplifizierenden Abschnittes festlegen, zu binden und an-
schlieBend zu kopieren. Dies geschieht unter Verwendung von dNTP, welche sich an
die gegensatzlichen Nukleotide anlagern. Der synthetisierte, zur Ausgangssequenz
komplementédre DNA-Strang steht der Polymerase nun auch als Template zur Verfi-
gung. Diese Amplifikation erfolgt exponentiell. Bei einer Durchfiihrung von beispielswei-
se 40 Zyklen lasst sich somit eine DNA-Vervielfaltigung von 24° erreichen. Um fur die
Tag-Polymerase optimale Bedingungen zu schaffen, wurde fiir die zu vervielfaltigenden

Sequenzen jeweils folgender Ansatz pipettiert:

2,5 ul 10 x Puffer Y

4 ul dNTPs (1,25 mM)

0,18 ul Tag-Polymerase (1 U/ul)
1 pl Primer fw/rv (10 pmol/ul)
16,32 pl H20 (steril)

1 pl Template (Gewebe der Mausniere, ¢ = 20 ng/nl)

Es wurden Mausprimer fur alle neun adrenergen Rezeptoren verwendet. Als verglei-

chender Standard diente das Haushaltsgen B-Aktin (Sequenzen siehe Abschnitt 3.4.3).
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Die Vervielfaltigung der DNA erfolgte im T3 Themocycler (Biometra) mit folgenden
Schritten:

1. Denaturierung der doppelstrangigen DNA mit Aufspaltung in die Einzelstrange
bei 95 °C fur 5 min

Melting bei 95 °C fur 30 s

Anlagerung der Primer (Annealing) bei 64 °C fir 30 s

DNA-Polymerisierung (Elongation) bei 72 °C fir 30 s

DNA-Polymerisierung bei 72 °C fur 10 min

o g bk~ w N

Herunterkiihlen auf 4 °C

Die Schritte 2. bis 4. wurden insgesamt 35-mal wiederholt. Die entstandene DNA konn-

te dann bei -20 °C gelagert werden.
3.5.2 Gel-Elektrophorese

Die Gel-Elektrophorese dient der Uberprifung der Amplifikationsprodukte der PCR. Sie
beruht auf dem Prinzip der Wanderung der negativ geladenen DNA in einem elekitri-
schen Feld. Hierfur wird diese in Taschen eines Agarose-Gels pipettiert, welches von
einem ionischen Puffer umspult wird. Nach Anlegen des elektrischen Feldes wandert
die DNA innerhalb des Gels zur Anode, je nach GroRRe unterschiedlich weit. Anhand der
Laufstrecke und mithilfe eines mitlaufenden GréRRenstandards lasst sich das PCR-
Produkt identifizieren. Fur die Elektrophorese wurde 1,5 %iges Agarose-Gel verwendet.
Zur Sichtbarmachung der Banden im Gel wurde der Agarose-Losung SYBR™ Safe™
DNA Gel Stain (10000 x, Invitrogen, #S33102), ein Fluoreszenzfarbstoff, zugesetzt. Alle
PCR-Samples wurden mit 6-fach konzentriertem Ladepuffer versetzt (4,5 pl auf 25 ul
PCR-Produkt), damit diese in den Geltaschen absinken konnten und nicht beim Pipet-
tiervorgang verloren gingen und eine visuelle Kontrolle wahrend des Laufs erfolgen

konnte. Die Zusammensetzung des Puffers lautete:

10 mM Tris-HCI, pH 7,6
0,15 % Orange G

0,03 % Xylencyanol

60 % Glycerin

60 mM EDTA
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Bei der Auftrennung wurde ein 100 bp-DNA-Leiter eingesetzt, anhand dessen man die
GroRe der aufgetrennten Produkte in Abh&ngigkeit von der Laufstrecke abschatzen
und, da die GroR3e der zu erwartenden Gene bekannt war, unspezifische Produkte iden-
tifizieren konnte. Die Elektrophorese bei ca. 100 V dauerte ungefahr 20 bis 30 min.

3.5.3 Gel-Elution

Die Elution der genspezifischen Banden des Gels diente der Wiedergewinnung der fur
die Elektrophorese verwendeten DNA der adrenergen Rezeptoren. Zum Ausschneiden
der Banden wurden Mikroskop-Deckglaschen verwendet. Die anschlie3ende Elution
erfolgte mit dem MicroElute™ Gel Extraction Kit (Omega Bio-Tek, #D6294-01). Dabei
war zunachst ein Abwiegen der einzelnen Gelstiicke erforderlich, hieraus lie3 sich das
Volumen ermitteln. Die Gelstlicke wurden in EppendorfgefalRe tberfihrt und mit dem
gleichen Volumen an Binding Puffer (XP2) versetzt. Es folgte ein zehnminttiger Inkuba-
tionsvorgang bei 55 °C im Thermomixer, was dem Schmelzen des Gels diente. Wah-
rend des Schmelzens wurde der Gel-Puffer-Mix alle 2 min gevortext (Vortexer VF2
Jahnke und Kunkel IKA Labortechnik). Nun wurde eine MicroElute™ Hi Bind® DNA-
Saule in einem 2 ml-Eppendorfgefald platziert. Der Gel-Puffer-Mix wurde auf die Saule
aufgetragen (maximales Volumen/Saule: 700 pl) und anschlieend wurde diese 1 min
bei 10000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Auf die Saule wurden nun 300 ul Bin-
ding Puffer (XP2) pipettiert, danach wurde wie im vorherigen Schritt zentrifugiert. Es
wurden 700 pl Waschpuffer SPW (mit Ethanol versetzt) auf die DNA-Saule gegeben,
welche erneut wie oben zentrifugiert wurde. Dieser Wasch- und Zentrifugationsschritt
wurde anschlieRend wiederholt. Im Anschluss daran folgte eine weitere Zentrifugation
bei 13000 g fur 2 min, was dem Trocknen der Saule diente. Diese wurde danach in ein
1,5 ml-Tube Uberflhrt. Es wurden 15 pl H20 (steril) auf die Mitte der Saule gegeben,
welche nach ein- bis zweimindtiger Inkubationszeit im abschlieenden Schritt 1 min bei
13000 g Geschwindigkeit zentrifugiert wurde. Die |6ste die DNA aus der Saule, welche

anschlieend bei -20 °C zur weiteren Verwendung aufbewahrt wurde.
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3.5.4 Einbau der Templates in Plasmide (Ligation)

Bei Plasmiden handelt es sich um kleine, doppelstrangige, meist ringférmige DNA-
Molekule, die sich als Vektoren nutzen lassen, um bestimmte Gene zu vervielfaltigen.
Die verwendeten Plasmide besalRen neben dem Ampicillin-Resistenz-Gen zusatzlich
das Gen LacZ. Dieses sorgte dafir, dass nach Zugabe eines Substrates ein blauer
Farbstoff gebildet wurde, wenn das gesuchte Gen nicht in das betreffende Plasmid ein-
gebaut wurde. War die Integration des Gens in das Plasmid erfolgreich, so blieb die
jeweilige Zell-Kolonie (E. coli), in welche die Plasmide mit dem Ziel der Replikation des
gesuchten Gens transformiert wurden, weil3. Auf diese Weise lie3en sich die Zellkolo-
nien mit dem replizierten und zu untersuchenden Gen identifizieren. Fir die Ligation der
DNA der adrenergen Rezeptoren wurde das Original TA Cloning® Kit (pCR2.1 Vector;
Invitrogen, #45-0046) verwendet. Es wurde folgender Ansatz pipettiert:

5 pl H20 (steril)

1 pl 10 x Ligationspuffer

2 ul Vektor (Plasmid-DNA)

1 pl Template (eluierte DNA aus Schritt 3.5.3)
1 ul Ligase

Dieser wurde Uber Nacht (mindestens 6 h) im Kihlschrank inkubiert, damit die Ligase

die DNA in die Vektoren (Plasmide) einbauen konnte.

3.5.5 Transformation und Klonierung

Die Transformation ist das Einschleusen der Plasmide in die chemisch kompetent ge-
machten Zellen von Bakterien oder anderen Mikroorganismen, was ihnen die Mdglich-
keit der Genreplikation bietet. Hierflr wurden 10 pl Ligationsansatz zu 80 ul kompeten-
ten Top F10-Zellen (E. coli) gegeben und diese wurden fir 20 min auf Eis inkubiert.
Zwei weitere Inkubationsschritte (1 min bei 42 °C im Thermomixer und 2 min auf Eis)
folgten. Dies diente dazu, die Poren der Zellen zur Aufnahme der Plasmide zu 6ffnen
und wieder zu schlie3en. AnschlieRend wurden zu diesem Ansatz 250 ul SOC-Medium
(Invitrogen, #15544-034) pipettiert. Das Gemisch wurde 1 h bei 37 °C und 800 rpm im
Thermomixer inkubiert. Nun erfolgte die Vorbereitung des Nahrbodens fir die E. coli-

Bakterienkulturen. Dafir wurden die verwendeten Ampicillin-Agar-Platten zuné&chst bel
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37 °C getrocknet. AnschlieRend wurden auf den Nahrboden je 40 uyl XGal (40 mg/ml;
Roth, #2315.3) und IPTG (100mM; Roth, #2316.2) ausplattiert, welche das Substrat fir
das in Abschnitt 3.5.4 erwahnte LacZ bildeten. Nun wurde das E. coli-SOC-Medium-
Gemisch auf die Platten aufgetragen und diese wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert.
Dies fuhrte zum Wachsen von Zellkolonien, welche sich nun weiterverarbeiten lief3en.

Die Agar-Platten konnten fur weitere Schritte im Kuhlschrank gelagert werden.

3.5.6 PCR und Gel-Elektrophorese

Um zu uberprifen, ob die Bakterienkulturen tatsachlich die spezifischen Gene enthiel-
ten, war eine weitere PCR notwendig. Als Template wurden die in Abschnitt 3.5.5 her-
gestellten Klone verwendet, indem etwas davon mit einer Pipettenspitze aufgenommen

und zum restlichen PCR-Ansatz pipettiert wurde, welcher wie folgt lautete:

2,5 ul 10 x Puffer Y

4 ul dNTPs (1,25 mM)

0,18 ul Tag-Polymerase (1 U/ul)
1 pl Primer fw/rv (10 pmol/ul)
17,32 pl H20 (steril)

Es wurden die in Abschnitt 3.4.3 aufgelisteten Primer verwendet. Zusétzlich wurde ein
M13-Primer genutzt. Dieser flankierte einen Bereich im Plasmid, in welchem die
Gensequenzen der betreffenden Rezeptoren eingeschlossen waren. Mithilfe der Gel-
Elektrophorese liel3 sich anhand der Laufstrecke erkennen, ob in der jeweiligen Bakteri-
enkultur tatsachlich das zu untersuchende Rezeptorgen kloniert wurde. Im Falle einer
fehlenden Klonierung war das amplifizierte DNA-Segment fir den M13-Primer kleiner
(198 bp) und die Laufstrecke in der Elektrophorese kirzer. Die PCR erfolgte in den in
3.5.1 beschriebenen Schritten. Die Annealing-Temperatur lag hier allerdings bei 60 °C,
da sich diese Temperatur naher am Optimum fur die Anlage der M13-Primer befand.
Zur Auswertung diente eine Gel-Elektrophorese (siehe Abschnitt 3.5.2). AnschlieRend
wurde ein Teil der verwertbaren Kolonien mit einer Pipettenspitze aufgenommen und in
Falcon-Tubes gegeben, in denen sich 5 ml LB-Nahrmedium und 5 uyl Ampicillin befan-
den. Eine Inkubation dieser Tubes bei 37 °C Uber Nacht bewirkte eine weitere Zellver-

mehrung. AnschlieRend wurde ein Teil dieser Kulturen (500 ul pro Tube) mit 500 pl Gly-
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cerol versetzt und in Cryo-Tubes gegeben, welche bei -80 °C gelagert wurden. Dies
diente dem Anlegen eines Cryogenvorrats fur den Fall, dass weitere Schritte misslingen
und eine Wiederholung notwendig werden sollte, sowie zur langzeitigen Lagerung der
Klone.

3.5.7 Pelletieren der Kolonien

Die fur die Gene positiven Bakterienkulturen wurden zur Isolierung der DNA weiterver-
wendet. Sie wurden ca. 15 min bei 4 °C und 5000 g zentrifugiert, wodurch sich am Bo-
den der Rohrchen ein Pellet absetzte. Der Uberstand wurde abgekippt und die Isolie-
rung der Plasmid-DNA folgte.

3.5.8 Miniprep

Nach einer erfolgreichen Klonierung und Uberprifung der Gene mussten diese nun aus
den Bakterienkulturen isoliert werden. Es wurde hierfur das QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, #27106) verwendet. Zunachst wurden zu den Pellets jeweils 250 ul P1-Puffer
gegeben und die Pellets wurden durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gelést. An-
schlielend wurde das Gemisch in ein Eppendorfgefald Gberfuhrt, es wurden 250 ul des
P2-Puffers dazugegeben und beides wurde durch erneutes Auf- und Abpipettieren (vier-
bis sechsmal) vermengt. 350 ul N3-Puffer wurden nach zwei- bis finfmindtiger Inkuba-
tion zum Gemisch pipettiert und alles wurde wieder vorsichtig durch vier- bis sechsmali-
ges Auf- und Abpipettieren vermischt. Es folgten ein Zentrifugationsschritt bei 17900 g
fir 10 min und ein Uberfiihren des Uberstandes in eine in einem Eppendorfgefal gela-
gerte QlAprep Spin-Saule. Diese wurde bei der gleichen Geschwindigkeit fir 1 min
zentrifugiert und anschlieBend mit 750 ul PE-Puffer (mit 96 bis 100 %igem Ethanol ver-
setzt) beladen. Nun wurde die Saule zweimal fur 1 min zentrifugiert und dazwischen
wurde der Uberstand verworfen. Der letzte Zentrifugationsschritt diente dem Trocknen
der Saule. Zuletzt musste die DNA aus der Saule eluiert werden. Daflr wurde die Saule
in ein 1,5 ml-Eppendorfgefald Gberfiuhrt, es wurden 50 ml HO (steril) direkt auf ihre Mit-
te gegeben und anschlieBend wurde die Saule je 1 min inkubiert und wie oben zentrifu-
giert. Die Konzentrationen der DNA lieRen sich im Abschluss fotometrisch bei 260 nm
ermitteln. Zunachst wurden daftr die Proben 1:20 mit sterilem H2O verdinnt und mittels
Fotometer wurde die OD2so ermittelt. Hieraus liel3 sich wie folgt die DNA-Konzentration

berechnen:
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C = OD260 x Verdlnnungsfaktor (20) x DNA-Faktor (50)

Die DNA wurde im Anschluss bei -20 °C gelagert.

3.5.9 Uberprufung der Miniprep mit PCR und Gel-Elektrophorese

Um sicherzugehen, dass die eluierte DNA tatsachlich fur die adrenergen Rezeptoren
kodierte, wurde im Anschluss eine erneute PCR pipettiert. Der Ansatz fir diese setzte

sich folgendermal3en zusammen:

2,5 ul Puffer Y

2 yldNTPs (2,5 mM)

0,1 pl Tag-Polymerase (1 U/ul)

1 pl Primer fw/rv (10 pmol/ul)

18,4 ul H20 (steril)

1 pl Template (isolierte DNA aus Schritt 3.5.8)

Die Primer sind Abschnitt 3.4.3, die Durchfihrung ist Abschnitt 3.5.1 zu entnehmen.
Zusatzlich wurde wieder der M13-Primer verwendet. Im Anschluss an die PCR wurde
eine Gel-Elektrophorese (siehe Abschnitt 3.5.2) durchgefihrt. War diese fir die betref-

fenden Gene positiv, konnte die jeweilige DNA zum Sequenzieren verschickt werden.

3.5.10 Real-time PCR und Erstellen der Standardkurven

Um die Effizienz der real-time PCR fir die sequenzierten Primer zu Uberprifen, wurde
fur alle Primer eine Verdunnungsreihe angelegt und diese wurde mit der real-time PCR

amplifiziert. Der Ansatz fur die PCR lautete:

6,25 pl Immo Mix™ (Bioline, #Bio-25020, enthielt u. a. die Tag-Polymerase und dNTPs)
0,25 ul 50 x SYBR Green Solution | (Bioline, #S57563)

0,5 ul Primer fw/rv (10 pmol/ul)

4,5 ul H20 (steril)

1 ul Template (PCR-Amplifikationsprodukt aus Abschnitt 3.5.9, ¢ = 50 ng/ul)
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Fur die Verdunnungsreihe wurden die Templates zunachst auf identische Konzentratio-
nen von 50 ng/ul vorverdinnt, um gleiche Bedingungen zu schaffen. Dann wurden die
Templates sechsmal 1:10 verdinnt (1 yl Template mit 9 pyl H2O [steril]), sodass sich
jeweils eine Verdunnungsreihe in sieben Schritten (beginnend mit der Ausgangskon-
zentration) ergab. Von diesen Verdunnungen wurde je 1 yl zum zugehdrigen PCR-
Ansatz pipettiert. Die Auswertungssoftware des StepOnePlus™ Real-Time PCR Sys-
tems erstellte nach Durchfiihrung der gPCR (Zeiten und Temperaturen siehe 3.4.3) die
Standardkurven und berechnete mit ihrem negativen Anstieg (Slope s) die Effizienz,
wobei ein Slope von -3,3 anndhernd einer Effizienz von 100 % entspricht. Die Formel
fur die Berechnung der Effizienz lautet:

E=10"

E = 2 entspricht hierbei einer Effizienz von 100 %.

Standard Curve

Crt
o
o

5,0 ]

0.00000001 0.,0000001 0,000001 000001 00001 0001 0002 001 002

Quantity

Abb. 7: Exemplarische Darstellung der Standardkurven. In diesem Fall handelt es sich um die Kurven fir
die Rezeptorgene Adr. Bi1, Adr. B2, Adr. Bs sowie das B-Aktin-Gen. Auf der y-Achse sind die Cr-Werte
dargestellt, auf der x-Achse die cDNA-Konzentrationen in ug (eigene Abbildung aus der StepOne™ Soft-
ware v2.0).
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In der folgenden Tabelle 6 werden die Effizienzen fur die einzelnen Primer dargestellt.

Tabelle 6: Tabellarische Darstellung der Primereffizienzen fiir die adrenergen Rezeptoren und B-Aktin.

Rezeptor Effizienz
Adr. aia 1,815
Adr. ais 1,967
Adr. ap 1,892
Adr. aza 2,068
Adr. azs 2,115
Adr. axc 2,093
Adr. B: 1,97
Adr. B2 1,985
Adr. B3 2,009
B-Aktin 2,046

Eine Effizienz von 2 bedeutet, dass die PCR optimal arbeitet. In der Theorie kann die
Effizienz also 2 nicht Gbersteigen. In den in der Tabelle aufgefiihrten Messungen ist
dies trotzdem der Fall, was vermutlich auf Messungenauigkeiten und Nebenprodukte
(wie z. B. Primerdimere) zurtickzufihren ist. Auf die Bestimmung der Effizienz fur das
Referenzgen 18S RNA verzichteten wir, da dieses lediglich fur die Expressionsanalysen
Hypoxie vs. Normoxie verwendet wurde. Hierbei handelte es sich um vergleichende
Untersuchungen mit der gleichen Methode, somit musste die Effizienz nicht berticksich-

tigt werden.

3.6 Darstellung der Daten und statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft Excel, die grafische Darstellung mit

Graph Pad Prism. Fir die statistischen Auswertungen wurde Sigma Plot verwendet.

Expressionsuntersuchungen:

Die ACt-Werte der drei Ansatze der PCR fur jedes Gen wurden gemittelt. Fir die ein-
zelnen Gene wurden fir die afferenten Arteriolen Mittelwerte und Standardabweichun-
gen aus der Zahl der verwendeten Tiere berechnet. In einigen Féallen (Aa. interlobares

respektive grol3e renale Arterien, Aa. arcuatae und efferente Arteriolen) wurden Mate-
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rialien von Tieren zusammengefasst (siehe Abschnitte 4.1.1, 4.1.2 und 4.1.4). Fur die
Beurteilung der Unterschiede in der Expression nach Hypoxie/Reoxygenierung einzel-
ner Rezeptoren im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde der Mann-Whitney-Test fur un-
abhangige Stichproben verwendet. Es konnte aufgrund der relativ geringen Grol3e der
Gruppen (n = 9) nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden und daher wur-

de ein nichtparametrisches Prifverfahren ausgewahilt.

Funktionelle Untersuchungen:

Arteriolen: Die Darstellung der konzentrationsabhé&ngigen Noradrenalinwirkung erfolgte
als Mittelwert mit Standardfehler des Mittelwertes (SEM). Die Bewertung der Unter-
schiede in den Konzentrations-Dosis-Kurven fur Noradrenalin von afferenten und effe-
renten Arteriolen wurde mit einer ANOVA fir wiederholte Messungen und nicht-
normalverteilte Proben (Brunner-Test, R-Projekt, https://www.r-project.org/) vorgenom-
men. Als post hoc-Test diente der Mann-Whitney-Test.

Arterien: Es wurden ECso-Werte fir einzelne Tiere berechnet. Der Gruppenvergleich
von Hypoxie/Reoxygenierung versus Kontrollgruppe erfolgte dann mittels Mann-
Whitney-Test.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit betrug 0,05 fur alle Tests.
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4. Ergebnisse

4.1 Relative Expression der adrenergen Rezeptoren in den verschiedenen
Gefallabschnitten

In der vorliegenden Arbeit wurde die relative Expression der RNA fiir die verschiedenen
adrenergen Rezeptoren in mehreren Gefal3abschnitten von Mausnieren ermittelt. Es

handelte sich um die Rezeptoren aia, a1, O1p, O2a, A28, O2c, B1, B2 und Ba.

Untersucht wurden folgende Gefal3abschnitte:

= Arteria interlobaris
= Arteria arcuata

= afferente Arteriolen
= efferente Arteriolen

4.1.1 Expression der adrenergen Rezeptoren in der Arteria interlobaris

Fur alle neun adrenergen Rezeptoren konnte mRNA in unterschiedlicher Menge aus
den Interlobararterien isoliert werden. In der Abbildung 8 ist die relative Expression die-
ser dargestellt, als Referenzgen diente B-Aktin. Fir die Expressionsanalysen wurden
die 140 Gefal3e der insgesamt 18 Tiere aufgrund der geringen Menge an Ausgangsma-
terial zusammengefasst, die real-time PCR erfolgte im Anschluss auf die gesamte
cDNA. Die Mittelwerte MW und Standardabweichungen SD berechneten sich daher in
diesem Fall nicht aus der Zahl der verwendeten Tiere, sondern aus den Dreifachanséat-

zen beim Pipettieren.

52



Ergebnisse

0.1-
g 0.01- *
o .
<
25 0.001-
o .
= .
B .
8:) 0.0001 *
0.00001 T T T T T T T T T
Na NG Y w ® © 0 } 0 } 0 {/b
AR RS R IR oSS S S
\?§> \?g \?§> ‘?6 \?p Vb ke ke ke
Rezeptoren

Abb. 8: Relative mRNA-Expression der adrenergen Rezeptoren in der A. interlobaris (RNA aus 140 Arte-

rien von insgesamt 18 Tieren).

Wenn man nun die Effizienz des Primers mit einberechnet, kommt es zu kleinen Ande-

rungen, wie die folgende Abbildung 9 verdeutlicht.
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Abb. 9: Relative mRNA-Expression der adrenergen Rezeptoren in der A. interlobaris (RNA aus 140 Arte-

rien von 18 Tieren) unter Bertcksichtigung der Primereffizienz.
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4.1.2 Expression der adrenergen Rezeptoren in der Arteria arcuata

Im GefalRabschnitt der A. arcuata konnte ebenfalls die mRNA samtlicher adrenerger
Rezeptoren in unterschiedlicher Menge isoliert werden. Abbildung 10 stellt die Expres-
sion grafisch dar. Fir die Analyse der Genexpression in der A. arcuata wurden vier bis
sechs Gefal3e pro Tier aus insgesamt zwolf Tieren gewonnen und fir einen PCR-
Ansatz zusammengefasst. Wie bei den Interlobararterien ergaben sich hier ebenfalls

die Mittelwerte und Standardabweichungen aus dem Dreifachansatz beim Pipettieren.
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Abb. 10: Relative mRNA-Expression der adrenergen Rezeptoren in der A. arcuata (RNA von vier bis

sechs Gefallen pro Tier aus insgesamt zwolf Tieren).

Auch hier andern sich die Expressionen nur wenig, wenn man eine Berucksichtigung

der Effizienz vornimmt. Dies stellt die Abbildung 11 dar.
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Abb. 11: Relative mRNA-Expression der adrenergen Rezeptoren in der A. arcuata (RNA von vier bis

sechs GefalRen pro Tier aus insgesamt zwdlf Tieren) unter Berlcksichtigung der Primereffizienz.

4.1.3 Expression der adrenergen Rezeptoren in den afferenten Arteriolen

Im Bereich der afferenten Arteriolen wurde ebenfalls cDNA fur alle neun Adrenozepto-
ren amplifiziert. Die Verteilung &hnelt der in den anderen Gefal3abschnitten. Aufgrund
der deutlich hoheren Menge an RNA fir die afferenten Arteriolen, die durch die Eisen-
oxidsiebmethode gewonnen wurde, erfolgten die PCR und die ACt-Berechnungen fir
alle sechs Tiere einzeln. Die Daten sind als Mittelwerte und Standardabweichungen

relativer Expression in Abbildung 12 dargestellt.

55



Ergebnisse

0.1-
c 0.01 -
5 I
I !
>E<_ 0.00

.001 -
! P ;
£ I
8:) 0.0001 4

I
0.00001 T T T T T T T T T

N NG N w ® © ‘Q} ‘Q} \o?
V&Q/ ?&@/ v&@/ v&@/ ‘?\&0/ v&@/ V“& ?‘é\ ?‘b\

Rezeptoren
Abb. 12: Relative mRNA-Expression der adrenergen Rezeptoren in den afferenten Arteriolen (MW £ SD

aus n = 6).

Die folgende Abbildung 13 stellt die relativen Expressionen unter Bericksichtigung der

Effizienz dar.
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Abb. 13: Relative mRNA-Expression der adrenergen Rezeptoren in den afferenten Arteriolen (MW = SD

aus n = 6) unter Berticksichtigung der Primereffizienz.
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4.1.4 Expression der adrenergen Rezeptoren in den efferenten Arteriolen

Bei den efferenten Arteriolen war es aufgrund der geringen Ausgangsmenge an Materi-
al lediglich madglich, die mRNA fur die Rezeptoren aia, ais und aip zu isolieren. Die
MRNA der 23 Gefal3e der sechs Tiere wurde zusammengefasst und nach Umschrei-
bung in cDNA amplifiziert, fur eine zweite PCR konnte ausreichend mRNA aus dem
Uberstand des Puffers, in dem die GefaRe zuvor gelagert waren, isoliert und umge-
schrieben werden. Die Act-Berechnungen erfolgten fur beide PCRs einzeln, dann er-

folgten die Mittelung und Berechnung der relativen Expression (Abb. 14).
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Abb. 14: Relative mRNA-Expression der adrenergen Rezeptoren aia, ais und aiwp in den efferenten Arte-
riolen (MW % SD aus zwei Ansatzen).

In Abbildung 15 ist die relative Expression der Rezeptoren nach Effizienzkorrektur dar-

gestellt.
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Abb. 15: Relative mRNA-Expression der adrenergen Rezeptoren aia, ais und amp in den efferenten Arte-

riolen (MW + SD aus zwei Ansétzen) unter Beriicksichtigung der Primereffizienz.
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4.2 Expression der adrenergen Rezeptoren nach Hypoxie/Reoxygenierung

Es wurde die relative Expression fur die adrenergen Rezeptoren in den afferenten Arte-
riolen nach Hypoxie im Vergleich mit einer Kontrollgruppe untersucht. Die Isolierung der
afferenten Arteriolen erfolgte mit der Eisenoxidsiebmethode, als Referenzgen diente
diesmal 18S RNA. In Abbildung 16 sind die Mittelwerte der relativen Expressionen so-
wie die Standardabweichungen dargestellt. Fir den adrenergen Rezeptor aia zeigte
sich ein signifikanter Expressionsunterschied zwischen der Hypoxie- und der Kontroll-
gruppe, die Expression des Rezeptors in der behandelten Gruppe war also signifikant
niedriger. Die Unterschiede fir die anderen Rezeptoren waren nicht signifikant.
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Abb. 16: Relative mRNA-Expression der adrenergen Rezeptoren der mit Hypoxie behandelten afferenten

Arteriolen (MW £ SD von n = 9); * — signifikante Expressionsanderung fir aa.

Die folgende Tabelle 7 stellt eine Ubersicht tiber die Signifikanzen der Abweichungen

von Hypoxie/Reoxygenierung zur Kontrollgruppe dar (* markiert Signifikanzen).
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Tabelle 7: Darstellung der p-Werte fir die einzelnen Rezeptoren. * — signifikante Abweichung.

Rezeptor p-Werte
Adr. aia 0,034 *
Adr. aig 0,251
Adr. aip 0,536
Adr. aza 0,158
Adr. azs 0,052
Adr. axc 0,791
Adr. B. 0,596
Adr. B 0,930
Adr. Bs 0,185

4.3 Funktionelle Untersuchungen der Nierengefalle zur Ermittlung der

Auswirkungen von Noradrenalin auf den Geféal3tonus

Die funktionellen Untersuchungen erfolgten an Interlobararterien, afferenten sowie effe-

renten Arteriolen.

4.3.1 Einfluss von Noradrenalin auf den GefalRtonus der Arteria interlobaris

Fur die A. interlobaris wurde der Einfluss von Noradrenalin auf den Vasotonus sowohl
unter Kontrollbedingungen als auch fur Hypoxie untersucht. Fur die Kontrollgruppe wur-
den 13 GefalRe verwendet, fur die Behandlungsgruppe elf. Zu Beginn der Untersuchung
erfolge eine KCl-induzierte Kontraktion, diese diente bei den folgenden Untersuchungen
als Referenz. Dann wurde die Kontraktion nach kumulativer Applikation von Noradrena-
lin gemessen. Bei der zweiten Versuchsgruppe wurden die Gefal3e zuvor fir 60 min
unter Hypoxie gesetzt, im Anschluss erfolgte eine Reoxygenierung von 10 min.

Es zeigt sich eine mit steigender Konzentration des applizierten Noradrenalins zuneh-
mende Kontraktion des Gefal3es und damit einhergehende Erhéhung des Gefal3tonus.
Unter Kontrollbedingungen ergab sich eine maximale GefaRantwort von 134,18 % der
max. K*-Kontraktion bei 10> mol/l NA. Der Mittelwert der ECsxo liegt bei 3,02 x 108,

Nach Hypoxie/Reoxygenierung ergab sich eine maximale GefaRantwort von 145,32 %
der maximalen K*-Kontraktion bei ebenfalls 10> mol/l NA. Der Mittelwert der ECsxo liegt

bei 6,3 x 108, Beide Werte unterscheiden sich nicht signifikant von denen der Kontroll-
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gruppe. Somit andert sich die Sensitivitat der Gefal3e fur Noradrenalin durch Hypoxie
nicht.

In der Abbildung 17 sind die Dosis-Wirkungs-Kurven der Kontroll- und Behandlungs-
gruppe dargestellt. Diese ergeben sich aus den Mittelwerten der einzelnen Messungen
und ihren Standardfehlern SEM.

175+

Abb. 17: Verédnderung des Gefaldtonus
150- der Arteria interlobaris unter Kontroll-
bedingungen (MW + SEM von n = 13,
MW ECso = 3,02 x 10®) und nach Hypo-
xie/Reoxygenierung (MW + SEM von
n =11, MW ECso = 6,3 x 10%) im Ver-
gleich. Auf der y-Achse ist die Kontraktion

125+

100+

prozentual zu der durch KCI induzierten

757 Kontraktion angegeben, die x-Achse stellt

—+— Normoxie die unterschiedlichen NA-Konzentratio-

Kontraktion (in %der max. K*-Kontraktion)

50- =~ Hypoxie nen in mol/l dar. Die Kurven Normoxie
(Kontrollgruppe) und Hypoxie unterschei-
den sich nicht signifikant (Mann-Whitney-
Test, p = 0,105). Abb. in veranderter
Form publiziert in (111).
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4.3.2 Einfluss von Noradrenalin auf den GefalRtonus der afferenten Arteriolen

Die Untersuchungen an afferenten und efferenten Arteriolen erfolgten unter isotoni-
schen Bedingungen. In der folgenden Abbildung 18 zeigt sich in Abhangigkeit von der
Konzentration des applizierten Noradrenalins eine Gefal3kontraktion der afferenten Ar-
teriolen (n = 8) mit einer erkennbaren Verengung des GefaRlumens ab einer NA-
Konzentration von 10 mol/l. Die ECso der Mittelwertkurve fur die untersuchten Gefalze
liegt bei 2,00 x 10%. Ebenfalls dargestellt ist die LumengroRe vor NA-Zugabe (in den
Abbildungen als Kontrolle K) mit einem Ausgangswert von 9,3 um entsprechend einem
Durchmesser von 100 %. Es sind in der Abbildung die jeweiligen Mittelwerte und die

Standardfehler der Versuche aufgetragen.
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Abb. 18: Veranderung des Gefalddurchmessers der afferenten Arteriolen unter Zugabe von Noradrenalin
mit ansteigender Konzentration (MW + SEM von n = 8). Linke Abb.: Angabe des Durchmessers in um.

Rechte Abb.: Darstellung des Durchmessers prozentual zum Ausgangswert.

4.3.3 Einfluss von Noradrenalin auf den GefalRtonus der efferenten Arteriolen

Es wurden funf Gefal3e untersucht. Die Veranderung des Gefal3durchmessers in Ab-
hangigkeit von der applizierten Noradrenalinkonzentration &hnelt derjenigen der afferen-
ten Arteriolen, dargestellt ist dies in Abbildung 19. Das Lumen ist mit einem Ausgangs-
wert von 6,89 um kleiner als das der afferenten Arteriolen. Die Gefal3e kontrahierten
etwa ab einer NA-Konzentration von 108 mol/l. Die ECso der Mittelwertkurve betragt in
diesem Fall 2,43 x 10" mol/l.
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Abb. 19: Veranderung des Gefalldurchmessers der efferenten Arteriolen unter Zugabe von Noradrenalin
mit ansteigender Konzentration (MW + SEM von n = 5). Linke Abb.: Angabe des Durchmessers in um.

Rechte Abb.: Darstellung des Durchmessers prozentual zum Ausgangswert.

4.3.4 Vergleich der afferenten und efferenten Arteriolen

Die ECso der Mittelwertkurve der afferenten Arteriolen betragt 2,00 x 10-® mol/l und die
der efferenten Arteriolen 2,43 x 10" mol/l (Abb. 20). Eine Bewertung dieses Unter-
schiedes in der ECso zwischen afferenten und efferenten Arteriolen mittels statistischer
Verfahren ist jedoch wegen fehlender Einzelbestimmung der ECso nicht méglich, da

sich nicht alle Kurven mathematisch an eine entsprechende Funktion anpassen liel3en.
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Abb. 20: Konzentrations-Wirkungs-Kurven
fur Noradrenalin mit ansteigender Konzen-
tration fur die afferenten (MW £ SEM aus
n = 8) und efferenten (MW + SEM aus n = 5)
Arteriolen. Die Verédnderung der GefaR-
durchmesser ist prozentual zum Ausgangs-

wert dargestellt.



Diskussion

5. Diskussion

5.1 Expression der adrenergen Rezeptoren in renalen GefalRen

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die differentielle Expression der adrenergen
Rezeptoren mithilfe der real-time PCR auf mRNA-Ebene in verschiedenen Gefal3ab-
schnitten (A. interlobaris, A. arcuata, afferente und efferente Arteriolen) der Mausniere
zu untersuchen. Motivation fur diese Untersuchungen waren Befunde aus der Literatur,
die der NA-bedingten Veradnderung des Gefafdtonus in den renalen Gefalien eine be-
deutsame Rolle bei der Entstehung verschiedener renaler Krankheitsbilder zusprechen.
Allerdings ist die Datenlage hinsichtlich der Expression adrenerger Rezeptoren in der
Maus als wichtigem Tiermodell unzureichend. Nach unserem Wissen wurden Untersu-
chungen differentieller Expressionen samtlicher adrenerger Rezeptortypen im arteriellen
Gefallbaum der Niere noch nicht durchgefiihrt. Ebenso ist die Reaktivitat auf Noradre-
nalin in den verschiedenen GefafRabschnitten der Niere in der Maus nicht untersucht.

In allen afferenten Gefaldabschnitten wurde mRNA fur alle neun adrenergen Rezepto-
ren gefunden. Die Expressionen sind fir die einzelnen Rezeptoren in allen Gefal3ab-
schnitten sehr ahnlich, beispielsweise sind die Rezeptoren aia, aip, azs und B2 stark
exprimiert, die Expression fur asg ist in allen Gefal3en eher niedrig. Aufgrund ihrer ge-
ringen GrolRe und der aufwandigen Isolationsmethode war die Menge des Ausgangs-
materials der efferenten Arteriolen sehr gering, weswegen lediglich die Expression der
drei a:-Rezeptoren dargestellt werden konnte. Die Verteilung @hnelt denen in den affe-

renten GefaRabschnitten.

Der Rezeptor aia ist in allen untersuchten GefaRabschnitten auf mMRNA-Ebene stark
exprimiert. Dieser Rezeptor vermittelt in den renalen Widerstandsgefalen eine Vaso-
konstriktion (196). Chen et al. beobachteten beispielsweise eine aia-vermittelte Vaso-
konstriktion in Interlobararterien von Ratten (33). Die aip-Rezeptoren waren ebenfalls
auf mRNA-Ebene in allen untersuchten Gefal3en stark exprimiert. Kazi et al. zeigten in
renalen kortikalen GefaRen an Ratten neben der aia- auch eine aip-vermittelte Vaso-
konstriktion (112). Es gibt verschiedene Studien, die zu dem Ergebnis kamen, dass die
funktionelle Koexistenz von aia und aip nicht nur unter physiologischen Bedingungen

malgeblich fur die Vasokonstriktion der renalen Widerstandsgefal3e bei Ratten verant-
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wortlich ist, sondern auch bei Krankheitsbildern, wie z. B. dem Diabetes mellitus, eine
Rolle spielt (8, 198).

Im Gegensatz dazu ist die Expression des ais-Rezeptors in allen vier GefaRabschnitten
in nur sehr geringer Menge ausgepragt, sodass die Ergebnisse auch als unspezifisch
angesehen werden konnen. Dies deckt sich mit den Literaturangaben, in denen diesem
Rezeptor bei der Regulation des renalen Blutflusses nur eine untergeordnete Rolle zu-
geschrieben wird (196). Die geringen Expressionen der eigenen Untersuchungen an
den C57BL/6-Mausen deuten darauf hin, dass aig-Rezeptoren unter physiologischen
Bedingungen den Vasotonus renaler Gefal3e nicht wesentlich beeinflussen. Eine kurz-
zeitige Hypoxie verandert die Expression nicht signifikant und unterstitzt die Annahme
einer untergeordneten Funktion. Fur andere Spezies finden sich in der Literatur fur die-
sen Rezeptor sowohl relevante Expressionen als auch Hinweise auf eine pathophysio-
logische Relevanz. Canessa et al. gelang es, in renalen Mikrogefal3en von spontan hy-
pertensiven Ratten (SHR) und Wistar-Kyoto-Ratten (WKY, normotensive Kontrollgrup-
pe), die Expression von aig-Rezeptoren sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
nachzuweisen (23). Studien an Ratten geben Hinweise auf eine vasokonstriktorische
Bedeutung dieser Rezeptoren unter pathophysiologischen Bedingungen (112, 114).

In allen afferenten Gefal3abschnitten wurde die Expression von a>-Rezeptoren darge-
stellt. In efferenten Arteriolen konnte aufgrund der geringen Materialmenge keine mRNA
fur diese Gene isoliert werden. Eine besonders hohe Expression liegt in allen afferenten
GefalRabschnitten fur den Adrenozeptor azs vor. Dies ist insofern interessant, als dass
den az-Adrenozeptoren zumindest unter physiologischen Bedingungen keine nennens-
werte Bedeutung bei der Regulation des Vasotonus in den kleinen Nierengefal3en zu-
geschrieben wird. Es gibt allerdings Untersuchungen an SHR von Gao et al., die Hin-
weise darauf geben, dass sich dies unter pathophysiologischen Bedingungen méglich-
erweise andert und die Rezeptoren einen indirekten Einfluss auf den Gefalitonus ha-
ben. In dieser Studie zeigte sich eine Verstarkung der Angiotensin IlI- und Vasopressin-
bedingten GefaRantwort nach Behandlung mit einem selektiven az-Agonisten bei SHR,
die jedoch nicht bei normotensiven Ratten beobachtet wurde. Die Autoren vermuteten
eine verstarkte Interaktion zwischen dem Gi-Signalweg der a2-Rezeptoren und dem
Signalweg von ATII/Vasopressin (72). AuBerdem ist die verstarkte Signalantwort der
ATII-Rezeptoren vermutlich durch eine Aktivierung der Y1-Rezeptoren und dadurch des
Gi-Protein-Signalweges durch Neuropeptid Y (freigesetzt aus den sympathischen Ner-

venenden) bedingt (54). In einer Studie von Lai et al. wurde 2009 nach einer kurzen
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Behandlung mit NA die Angiotensin ll-bedingte Gefal3antwort von afferenten Arteriolen
von Mausnieren verstarkt, moglicherweise durch ai:- und az-Adrenozeptoren vermittelt
(138). Als wichtiger Mechanismus der durch Noradrenalin verstarkten Gefal3antwort der
Arteriolen auf ATII ist die erhdhte Calciumsensitivitat der glatten Muskulatur zu nennen,
hierbei spielt die Aktivitat der p38 mitogen-aktivierten Proteinkinase eine Rolle (111).

In der Gruppe der 3-Adrenozeptoren hat der B>-AR die hdchste Expressionsrate in allen
untersuchten afferenten Widerstandsgefaf3en. Der Rezeptor 32 hat in vielen Blutgefa-
Ren eine dilatatorische Funktion. Die hohe Expressionsrate deutet darauf hin, dass der
Rezeptor auch in der Niere funktionell bedeutsam ist, allerdings zeigt die Niere unter
sympathischer Aktivierung eher eine Vasokostriktion. Auch fir f1 und B3 konnte mRNA
gefunden werden. Eine B.-vermittelte Vasodilatation wurde z. B. in Koronargefal3en am
Herzen beschrieben (170). Interessanterweise beobachteten Wang et al. in ihren Unter-
suchungen eine Bi-vermittelte Vasodilatation in den afferenten Arteriolen von Kanin-
chen, wahrend die Konstriktion ai-Rezeptor-vermittelt war (225). Es gibt Untersuchun-
gen in verschiedenen Blutgefal3en von Mausen (u. a. Femoral- und Pulmonalarterien),
die auch eine vasodilatatorische Funktion des B:-ARs zeigen konnten (36). Es liegen
Hinweise fur ein Vorhandensein von B-Adrenozeptoren in den efferenten Arteriolen von
Ratten vor (211).

Uber die funktionelle Relevanz der Unterschiede der Expressionsstarken der Rezepto-
ren geben unsere Ergebnisse keine Auskunft. Hierzu sind umfassende funktionelle Un-
tersuchungen zur Beteiligung der einzelnen Subtypen an den beobachteten Antworten
auf Noradrenalin und auch zu den Effekten anderer Agonisten, evtl. auch an subtypde-

fizienten Tieren, notwendig.

5.2 Vergleichende Darstellung der Rezeptorexpressionen und Funktion in

der Aorta und in Mesenterialarterien

Vorkommen und Funktion von adrenergen Rezeptoren in renalen Gefal3en sind in der
Literatur unzureichend beschrieben. Eine vergleichende Betrachtung des Vorkommens
und der Funktion in anderen GefaRabschnitten ist von Interesse. Um die Rolle von
Adrenozeptoren bei der Einstellung des Vasotonus abschatzen zu kénnen, wurden viel-

fach Untersuchungen an der thorakalen Aorta und an Mesenterialarterien in Tieren
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durchgefuhrt. Hierbei ist zu bemerken, dass verhaltnismaRig wenige Daten zu Expres-

sionen der Adrenozeptoren auf mMRNA-Ebene in der Literatur zu finden sind.

ai1-Rezeptoren:

In mehreren Untersuchungen war die Expressionsrate sowohl in der Aorta als auch in
der grol3en Mesenterialarterie fir den aip-Adrenozeptor am héchsten, gefolgt von aia
und aig. Dies deckt sich mit den erhobenen funktionellen Daten. Der aip-Rezeptor wird
aus diesem Grund als uberwiegend vasokostriktorisch in beiden Gefalien angesehen
(98, 153). In den Experimenten von Marti et al. nahm die vasokonstriktorische Rolle von
aip in den distalen kleineren Mesenterialgefal3en ab und die von aia zu, auch die Ex-
pressionsrate war in diesen Gefal3en fur aia am hochsten (153). Es existieren aber
auch gegensatzliche Befunde (184, 185). Phillips und Hill untersuchten die mRNA-Ex-
pression der ai-und ax-Adrenozeptoren in Mesenterialarterien von Ratten. Der am
starksten exprimierte a:-Rezeptor war in ihren Untersuchungen aia (184). In einer Un-
tersuchung von Filippi et al. bewirkte der a-Agonist Phenylephrin in niedriger Dosis im
mesenterialen Gefal3bett Gber aip-AR eine Vasodilatation und in h6herer Konzentration
Uber aia-AR eine Vasokonstriktion (65). Es gibt Untersuchungen, in denen im mesente-
rialen Gefal3bett in den kleineren Widerstandsgefal3en die Vasokostriktion tGber aia
vermittelt wurde (125, 153). Uber die Bedeutung von aig in den untersuchten GefaRab-
schnitten ist relativ wenig bekannt. Es liegen keine ausreichenden Beweise fir eine Be-

einflussung des Vasotonus vor (27, 153).

az2-Rezeptoren:

In der Literatur finden sich ebenfalls Expressionsdaten fur die a>-Rezeptoren in Aorten
und MesenterialgefaRen. Faber et al. fanden ausschlieBlich RNA fir den azp-AR in der
glatten Muskulatur und in den Fibroblasten der Adventitia von Rattenaorten (60). Dieser
a20-AR stellt eine Variante des humanen aza-Rezeptors bei Nagetieren dar (16, 87,
171). Richman und Regan konnten RNA fir alle drei ax-Adrenozeptoren in Kulturen
glatter Muskelzellen der thorakalen Aorta von Ratten isolieren (193). Phillips und Hill
beschrieben mRNA fur alle drei a>-AR in den Mesenterialarterien von Ratten. Das Ex-
pressionslevel war in ihren Experimenten fur azs am hochsten (184). Hier zeigen sich
Parallelen zu den eigenen Untersuchungen an den Nierengefal3en, in denen ebenfalls
die Expressionsrate fur azs sehr hoch ist. Bezuglich der Funktion der a2-Rezeptoren in

verschiedenen Blutgefal3en existieren unterschiedliche Angaben in Abhangigkeit von
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Gefal3system und Lokalisation (glatte Muskulatur bzw. Endothel) (62). Es finden sich fur
die a2-AR in den Aorten sowohl Angaben Uber vasokonstriktorische (26, 77) als auch
vasodilatatorische (203) Effekte. In den Mesenterialarterien ist vermutlich bei intaktem
Endothel ein vasodilatatorischer Effekt vorrangig. In verschiedenen Studien wurde eine
endothelabhéngige az-vermittelte Vasodilatation in Mesenterialgefalen an Ratten bzw.
Mausen demonstriert (17, 215). Kanagy et al. beschrieben in der Mesenterialarterie
nach Endothelentfernung eine Vasokonstriktion (106).

B-Rezeptoren:

Untersuchungen der mRNA-Expression von (3-adrenergen Rezeptoren in Aortenringen
und in glatten Muskelzellen von normotensiven und spontan hypertensiven Ratten von
Al-Gburi et al. zeigten alle drei B-Rezeptoren exprimiert. Die Expressionsrate war fir
dilatatorisch wirksame [1- und Bz-Adrenozeptoren bei den weiblichen Tieren héher als
bei den ménnlichen Tieren (5). Flacco et al. beobachteten eine starkere Expression des
B3-Rezeptors im Vergleich zu den anderen beiden B-Adrenozeptoren in thorakalen Aor-
ten von Ratten. Nach Entfernen des Endothels sank die Expressionsrate deutlich. Dies
deutet auf eine Expression der $3-AR im Endothel hin. Ebenfalls in den Untersuchungen
von Flacco et al. wurden die Expressionen auf mRNA-Ebene fur die B-AR in den
mesenterialen Widerstandsgefalen dargestellt. Der Bs-Rezeptor war deutlich schwé-
cher exprimiert als die anderen und konnte nicht in den glatten Muskelzellen lokalisiert
werden, wahrend B: Uberwiegend in diesen lokalisiert war (66). Alle B-Adrenozeptoren
wirken in der thorakalen Aorta von Ratten gefal3dilatierend (5, 64, 66, 197, 216, 217). In
einer Studie waren die B2-Adrenozeptoren in Mesenterialarterien von Ratten ebenfalls
vasodilatatorisch wirksam (133). In Untersuchungen an den kleinen Widerstandsgefa-
Ren des mesenterialen Gefalbetts wirkten hauptsachlich Bi-Rezeptoren der glatten
Muskulatur gefal3dilatierend (66). Die Ergebnisse dieser Arbeiten lassen eine differenti-
elle Wirkung der B-Rezeptoren im Vergleich von groR3en, leitenden Gefallen mit den

kleinen WiderstandsgefalRen vermuten.

Das Studium der verfiigbaren Literatur weist darauf hin, dass es wesentliche Unter-
schiede in der Expression adrenerger Rezeptoren im Vergleich von kleinen und grof3en
arteriellen Gefal3en gibt. Dies kénnen die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Un-
tersuchungen an arteriellen Nierengefaf3en nicht bestatigen. Allerdings reagieren grole-

re Nierenarterien starker als kleinere Arteriolen auf NA in unseren Experimenten (unter
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Vorbehalt unterschiedlicher Messmethoden). Dies lasst Unterschiede in der Auspra-
gung des Signalweges vermuten. Die folgende Tabelle 8 stellt eine Ubersicht tiber die
Literatur zur RNA-Expression und Funktion in den thorakalen Aorten und Mesenterialar-

terien verschiedener Spezies dar.

Tabelle 8: Expression und Funktion der adrenergen Rezeptoren in der Aorta thoracica und in der Mesen-
terialarterie.

Aorta thoracica

Rezeptor Mesenterialarterie

Expression Funktion Expression Funktion
a1-Rezeptoren Qip> G1a> Qis Vasokonstriktion  aip > a1a > Qis Vasokonstriktion
(m) (153) (m,r) (m) (98, 153) (m) (98, 153)
(98, 153, 186,
A1p > A1 > A1 237) 14 > Q1p > Q1B Vasodilatation
(m) (98) (kleine Wider- Uber aip,
standsgefafle) Vasokonstriktion
(m) (153) Uber aia

(gesamtes Ge-

O1a > a1s/d1p (1) faBbett) (r) (65)

(184, 185)
ox-Rezeptoren  aga, Oz, O2c (1) Vasokonstriktion — azg > aza/0zc (1) Vasodilatation
(193) (r) (26, 77) (184, 185) (m, r) (17, 215)
Vasodilatation
(m) (203)
B-Rezeptoren B, B2, Bs (2), Vasodilatation (r)  Bi/B2 > Bs (kleine  Vasodilatation
B1/Bz2 > Bs (F) (64, 66, 197, 216, Widerstandsge- Uber B2 (r) (133)
(n (5) 217) faRe) (r) (66)
Vasodilatation
Ba/B2 < Bz (1) tber B1 (kleine
(66) Widerstandsgefa-

Re) (r) (66)

5.3 Expression nach Hypoxie/Reoxygenierung in den afferenten Arteriolen

Das sympathische Nervensystem tragt entscheidend zur Pathogenese des akuten Nie-
renversagens bei, Hypoxie und Reoxygenierung sind wichtige Pathomechanismen. Da-
her war es ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit, den Einfluss von Hypoxie und
Reoxygenierung auf die Expression der adrenergen Rezeptoren auf mRNA-Ebene zu
untersuchen. Funktionelle Untersuchungen von Kaufmann et al. von 2015 zeigten, dass

nach Hypoxie/Reoxygenierung und gleichzeitiger Behandlung mit Noradrenalin die Ge-
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falRantwort auf Angiotensin Il verstarkt wird. Hieraus lasst sich schlie3en, dass der
Sympathikus eine bedeutsame Rolle bei der ,ischaemia reperfusion injury‘ spielt. Die
verstarkte Vasokonstriktion der renalen Widerstandsgefal3e bewirkt eine Minderdurch-
blutung des Nierengewebes (111). Auch aufgrund dieser Ergebnisse war es daher von
Interesse zu prufen, ob sich die Expression der Adrenozeptoren nach Hypo-
xie/Reoxygenierung andert. Die Untersuchungen wurden an afferenten Arteriolen
durchgefthrt, da fur diesen Gefal3abschnitt die verfigbhare mRNA-Menge ausreichend
hoch war. Es war nur fur den aia-Adrenozeptor eine signifikante Verminderung der
MRNA-Expression zu beobachten. Auf funktioneller Ebene ware das am ehesten mit
einer verminderten GefaRantwort auf Noradrenalin in Verbindung zu bringen. Allerdings
liegen nur funktionelle Untersuchungen fir die Interlobararterien vor (siehe Abschnitt
4.3.1). In diesen war die Gefal3antwort auf Noradrenalin nach Hypoxie und Reoxygenie-
rung jedoch nicht veréandert. Posttranslationale Mechanismen, welche die Proteinmenge
modifizieren, aber auch Unterschiede in der Expression solcher Rezeptoren im Ver-
gleich beider Gefaltypen, konnen fur die unerwarteten Ergebnisse verantwortlich sein.
Die Menge verfugbarer Rezeptoren an der Zellmembran wurde nicht gemessen und
deshalb sind Aussagen dariber nicht moglich. Diese Rezeptorverfiigbarkeit bestimmt
aber wesentlich die Starke der Antwort. Nicht zuletzt konnen die zellularen Signalwege
durch Hypoxie/Reoxygenierung verandert sein. Die pathophysiologische Relevanz der
in der vorliegenden Arbeit dargestellten Beobachtungen muss deshalb noch weiter un-
tersucht werden.

Es existieren wenig vergleichbare Studien zur differentiellen Rezeptorexpression nach
Hypoxie/Reoxygenierung. In einem anderen Gefal3gebiet, und zwar in den Pulmonalar-
terien und -venen, stieg nach Hypoxie die mMRNA-Menge aller drei a;-AR, am meisten
jedoch fir aia, an. Diese Gefalie kontrahieren unter hypoxischen Bedingungen (234).
Eckhard et al. stellten einen Anstieg der mRNA flr aig in Kulturen glatter Muskelzellen
von Aorten sowie in Rattenaorten ohne Endothel nach achtstiindiger Hypoxie fest (56).
Expressionen von Adrenozeptoren andern sich offensichtlich in Reaktion auf Hypoxie.

Die Antworten sind, entsprechend der Funktion des Gefal3gebietes, unterschiedlich.
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5.4 Funktionelle Untersuchungen

Es ist weitestgehend gesichert, dass Noradrenalin eine dosisabhéngige Vasokonstrik-
tion in den renalen Widerstandsgefaf3en verursacht, was die Nierendurchblutung mal3-
geblich beeinflusst. Bei den Konzentrations-Wirkungs-Kurven fur Noradrenalin im Be-
reich der Interlobararterien liegt die ECso fiir die Kontrollgruppe bei 3,02 x 108 mol/l und
fur die Behandlungsgruppe nach Hypoxie/Reoxygenierung bei 6,3 x 10-® mol/l. Die ECso
liegt fur die afferenten und efferenten Arteriolen bei einer Noradrenalin-Konzentration
von 2,00 x 10 mol/l bzw. 2,43 x 10"mol/l (ECso aus den Mittelwerten berechnet). Somit
reagieren die gréReren GefalRe vermutlich sensibler auf Noradrenalin als die kleinen
WiderstandsgefalRe. Eine Begrindung hierfiir lasst sich aus den erhobenen Expressi-
onsdaten nicht ableiten. Bei der Interpretation ist zu beachten, dass die Interlobararte-
rien unter isotonischen, die afferenten und efferenten Gefal3e hingegen unter isometri-
schen Bedingungen gemessen wurden. Mdglicherweise hatte dies einen Einfluss auf
die unterschiedlichen Gefalantworten auf Noradrenalin. Owen et al. untersuchten die
Sensitivitat fir exogen appliziertes Noradrenalin von Untereinheiten der A. renalis mit
einem Lumen von ca. 300 ym und Interlobararterien mit einem Lumen von ca. 250 um
an Kaninchen. Die Sensitivitat war fur die grof3eren Arterien hoher (175).

Ein Vergleich der ECso afferenter und efferenter Arteriolen lasst vermuten, dass die ef-
ferenten Arteriolen sensibler auf Noradrenalin reagieren. Leider ist eine statistische Ab-
sicherung nicht méglich, da die ECso-Berechnung fur einige Arteriolen aufgrund variab-
ler Konzentrations-Antwort-Kurven nicht gelang und nur die ECso flr die Mittelwerte be-
rechnet werden konnten.

Fur das Verstandnis der Pathogenese des akuten Nierenversagens sind Untersuchun-
gen von GefalRantworten auf Noradrenalin in entsprechenden Modellen sinnvoll. Da,
wie schon erwéahnt, bei der Pathogenese des akuten Nierenversagen eine durch
Ischamie und anschlielende Reperfusion bedingte Schadigung angenommen wird, die
mit Hypoxie/Reoxygenierung einhergeht, untersuchten wir die Reaktion von Interlobar-
arterien auf Noradrenalin unter diesen Bedingungen. Hierbei zeigte sich, dass Hypo-
xie/Reoxygenierung die Antwort grofl3er Arterien auf Noradenalin nicht signifikant ander-
te. Moglicherweise fuhrt die Aktivierung des Sympathikus allein noch nicht zu einer
deutlichen pathogenetisch wirksamen Vasokonstriktion. Dies widerspricht nicht der Vor-
stellung von einer maf3geblichen Beteiligung des SNS an der Pathogenese des akuten

Nierenversagens. Die Beobachtung spricht vielmehr daftr, dass ein Zusammenspiel
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des Sympathikus mit anderen vasoaktiven Systemen fir die erhdhte Kontraktilitat ur-
séachlich ist. Dies wurde kurzlich fur die verstarkte Konstriktion grof3er Arterien der Niere
auf ATII nach Hypoxie/Reoxygenierung gezeigt (111). Denton et al. demonstrierten in
einer Studie an Kaninchen, dass Hypoxie mit einer erhéhten Aktivitdt des SNS und ei-
ner Verstarkung des berechneten Widerstandes afferenter und efferenter Arteriolen
einhergeht (45). Unter diesen in vivo-Bedingungen interagieren viele vasoaktive Subs-
tanzen, sodass der Effekt der sympathischen Aktivierung durch Hypoxie hier auch das
Ergebnis einer solchen Interaktion sein kénnte.

5.5 Methodische Einschrankungen

Die mRNA-Ausbeute in den isolierten grof3en Arterien und den efferenten Arteriolen war
gering. Eine kleine Ausgangsmenge an RNA kann zu Variationen in der Menge der
cDNA flihren. Aufgrund der niedrigen Menge an mRNA respektive cDNA war es nicht
moglich, fir jede Probe eine individuelle Verdinnungsreihe zu erstellen und bei der
PCR mitlaufen zu lassen. Die Notwendigkeit, die mRNA der groRen Arterien und effe-
renten Arteriolen zu poolen, verhinderte eine statistische Absicherung der Ergebnisse.
In den groRen GefalRen wurden verschiedene Verfahren zur mRNA-Isolation getestet.
Es zeigten sich jedoch keine wesentlichen Unterschiede in der Ausbeute. Die geringe
GroRRe und damit geringe biologische Masse der efferenten Arteriolen schrankt bei
Handpréaparation die verfligbare Menge ein. Zurzeit gibt es keine alternativen Methoden
zur Gewinnung von isolierten efferenten Arteriolen. Aufgrund der Abschéatzung der
RNA-Menge unter Berucksichtigung der Zahl der Gene wurde entschieden, fur die Ex-
pressionsanalyse im Falle der A. interlobaris die 140 GefalRe von 18 Tieren zusammen-
zufassen. In diesen GefalRen war die mRNA-Ausbeute besonders gering und auch bei
Verwendung spezieller Isolationsmethoden nicht verbesserbar.

Es stellt sich die Frage, ob die langen Préaparationszeiten der GefalRe von bis zu 1 h
einen Einfluss auf die Ergebnisse der Expressionsuntersuchungen haben kdnnten. Ins-
besondere die Praparationen der kleinen praglomerularen Gefalle mit der Siebtechnik
und der efferenten Arteriolen haben einen nicht unerheblichen Zeitbedarf. Die afferen-
ten Arteriolen wurden unter standiger Kiihlung auf Eis isoliert und die efferenten Arterio-
len wurden ebenfalls unter Kihlung bei ca. 4 °C gewonnen. Die praparierten Gefalie

wurden jeweils sofort schockgefroren. Durch die Verwendung von Haushaltsgenen
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wurde eine ,Normierung® erreicht, die die Schwankungen der Gesamtmenge der mRNA
in einem gewissen Rahmen ausgleicht.

Die Expression der adrenergen Rezeptoren wurde ausschlie3lich auf mRNA-Ebene
durchgefuhrt. Es konnen deshalb auch nur Aussagen uber die Expression der mRNA,
nicht aber die der Proteine oder die verfligbaren Rezeptoren gemacht werden.

Die differentiellen Expressionen unter Hypoxiebedingungen wurden nur fir die afferen-
ten Arteriolen ermittelt. Sie sind die wichtigsten Widerstandsgefaf3e in der Niere. Die
Handpraparation von efferenten Arteriolen und der damit verbundene Zeitaufwand ver-
hindert die Verfiugbarkeit einer ausreichend grof3en Zahl von Gefal3en fur die mRNA-
Isolierung.

Die funktionellen Untersuchungen fur Hypoxie/Reoxygenierung erfolgten ausschlief3lich
an den Interlobararterien, da hierfir die methodischen Voraussetzungen in Form be-
gasbarer Organkammern gegeben waren. Arteriolen spielen jedoch fiir den renalen
Perfusionswiderstand eine gré3ere Rolle. Ein differentes Verhalten von Arteriolen kann
nicht ausgeschlossen werden.

Es wurde festgelegt, dass funktionelle Untersuchungen nur in Arteriolen durchgefihrt
wurden, die innerhalb von 90 min nach Tétung des Tieres prapariert und perfundiert
wurden. Damit sollten die Variabilitdten in den GefaRantworten moéglichst klein gehalten
werden. Arteriolen dieser GroRRe sind weit weniger robust als beispielsweise grol3e Arte-

rien. Dadurch war die Versuchsdauer und somit auch die Erfolgsquote limitiert.

5.6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die Expressionen aller adrenergen Rezepto-
ren in wichtigen GefaRabschnitten der Mausniere und exemplarisch die Reaktion der
Gefal3e auf Noradrenalin untersucht.

In den Gefallen waren alle Adrenozeptoren auf mMRNA-Ebene exprimiert, wobei sich die
Expressionsstarken der einzelnen Rezeptorsubtypen voneinander unterschieden. Im
Vergleich der verschiedenen GefalRabschnitte zeigten sich fir die einzelnen Subtypen
ahnliche Expressionsstarken. Die Rezeptoren aia, b, 028 und 32 waren relativ stark ex-
primiert.

Hypoxie/Reoxygenierung bewirkte eine Verringerung der Expression von aia, hatte aber

auf die mRNA-Expression der tbrigen Rezeptoren keinen signifikanten Einfluss.
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Die Gabe von Noradrenalin hatte eine dosisabhéngige Kontraktion der untersuchten
Gefal3e zur Folge, wobei die GefalRantwort der Interlobararterien grof3er war als die der
glomerularen Gefalie. Die Antwort der Interlobararterien auf Noradrenalin wurde durch
Hypoxie/Reoxygenierung nicht signifikant beeinflusst.

Unsere Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass das sympathische Nervensystem
durch ein Zusammenspiel mit anderen Systemen zur Pathogenese verschiedener Nie-

renerkrankungen beitragt.
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