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2 Abstrakt

Das Endothelinsystem hat fir die physiologische Funktion der Niere und fur die
Entstehung von Nierenerkrankungen eine grof3e Bedeutung. Endothelineffekte an
der Niere werden Uuber zwei Rezeptortypen, den ETa-Rezeptor und den
ETs-Rezeptor, vermittelt. ETa-Rezeptoren und ETg-Rezeptoren sind auf der glatten
Muskelzelle exprimiert, wo sie vasokonstriktorisch wirken kdnnen. ETg-Rezeptoren
sind zudem auf der Endothelzelle exprimiert und vermitteln eine Vasodilatation. Ziel
der Studie war es, die differentielle Beteiligung der Endothelinrezeptoren auf die
Endothelin-1 induzierte vaskulare Kontraktiliat der afferenten und efferenten

Arteriolen darzustellen.

Wir verwendeten das Modell der rescued-ETg-Rezeptor-defizienten Maus. Diese
Mause haben keinen funktionsfahigen renal vaskularen ETg-Rezeptor. Die
Gefalireaktivitat isolierter glomerularer Arteriolen wurde mit Hilfe eines
Mikroperfusionsmef3platzes untersucht: Arteriolen mit Glomerulus wurden unter
Verwendung von Halte- wund Perfusionspipetten perfundiert und die
GefalRdurchmesseranderungen  wurden  videomikroskopisch aufgezeichnet.
Wirkstoffe ~ wurden in die Badlésung appliziert. Die Analyse der
Durchmesseranderungen erfolgte computergestitzt.

In afferenten Arteriolen

-fuhrte die kumulative Endothelin-1-Applikation zu einer dosisabhangigen und ahnlich
starken Vasokonstriktion in Wildtypen und in rescued-ETg-Rezeptor-defizienten
Mausen.

-Selektive ETa-Rezeptor-Blockade hob den vasokonstriktorischen
Endothelin-1-Effekt in Wildtypen und in rescued-ETg-R-defizienten Mausen auf.
-Kumulative ETg-Rezeptor-Stimulation fiihrte zu keiner Anderung der luminalen
Durchmesser in Wildtypen und in rescued-ETg-Rezeptor-defizienten Mausen.
-Unspezifische Blockade der NO-Synthase &nderte die arteriolare Antwort in
Wildtypen und in rescued-ETg-Rezeptor-defizienten Mausen auf

Endothelin-1-Applikation nicht signifikant.
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-ETa-Rezeptor- und NO-Synthase-Blockade beeinflussten den basalen Durchmesser

in Wildtypen und in rescued-ETg-Rezeptor-defizienten Mausen nicht signifikant.

In efferenten Arteriolen

-fuhrte die kumulative Endothelin-1-Applikation zu einer konzentrationsabh&angigen
Konstriktion in Wildtypen und in rescued-ETg-Rezeptor-defizienten Mausen, welche
in Wildtypen signifikant starker war als in rescued-ETg-Rezeptor-defizienten Mausen.
-Wahrend selektiver ETa-Rezeptor-Blockade war die Endothelin-1 vermittelte
Vasokonstriktion in den Wildtypen abgeschwacht und in
rescued-ETg-Rezeptor-defizienten Mausen vollstandig aufgehoben.

-Kumulative ETg-Rezeptor-Aktivierung fihrte zu einer Vasokonstriktion in Wildtypen,
wahrend es keinen Effekt in den rescued-ETg-Rezeptor-defizienten Mausen hatte.
-Wahrend Blockade der NO-Synthase war die vasokonstriktorische Antwort auf
kumulative Endothelin-1-Applikation in Wildtypen und in
rescued-ETg-Rezeptor-defizienten  Mausen  signifikant  starker als  ohne
NO-Synthase-Blockade.

-Selektive ETa-Rezeptor-Blockade verédnderte den basal arteriolaren Durchmesser
nicht.

-Blockade der NO-Synthase reduzierte den basalen Durchmesser in Wildtypen.

Afferente Arteriolen kontrahierten auf kumulative Endothelin-1-Applikation starker als

efferente Arteriolen in Wildtypen.

Die funktionellen Ergebnisse unterstitzen die Annahme eines speziesspezifisch
variabel ausgepragten Endothelinsystems. Diese Speziesspezifitat bezieht sich auf
die differentielle Beteiligung von ETa- und ETg-Rezeptoren an der Vasokonstriktion
beziehungsweise Vasodilatation glomerularer Arteriolen. Unsere Befunde weisen

erstmalig auf eine dilatative Wirkung von ETa-Rezeptoren in diesen Gefalien hin.

Die Arbeit leistet einen Beitrag zum Verstdndnis der Funktion von
Endothelinrezeptoren im Bereich der glomerularen Gefalle, der Effekte von
Endothelin auf die Nierenperfusion und auf die glomerulare Filtrationsrate in der

Maus.
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Abstract

Endothelins play an important role in the physiology and pathophysiology of the
kidney. In the kidney endothelins mediate their effects by two receptors: The
ETa-receptor and the ETg-receptor. ETa- and ETg-receptors are expressed on
smooth muscle cells, where they act to induce vasoconstriction. ETg-receptors are
also expressed on endothelial cells, where they can mediate vasodilation. The aim of
this study was to investigate the differential involvement of the endothelin-receptors
on the Endothelin-1 mediated vascular contractility of the afferent and efferent

arterioles.

We used the model of the rescued-ETg-receptor-deficient mice. These mice lack a
functional renal vascular ETg-receptor. The vascular reactivity of the isolated
glomerular arterioles was investigated using the technique of microperfusion.
Arterioles with intact glomeruli were pefused with the help of holding- and
perfusionpipettes. The changes in the luminal diameter of the vessels were
documented with videomicroscopy. Different drugs were added to the bath-solution.

The changes of luminal diameter were analyzed with specific computer programs.

In afferent arterioles

-cumulative Endothelin-1 application led to a dose-dependet and strong
vasoconstriction in both wildtypes and rescued-ETg-receptor-deficient mice.
-Selective blocking of the ETa-receptor abolished the vasoconstrictory effect of
Endothelin-1 in wildtypes and rescued-ETg-receptor-deficient mice.

-Cumulative ETg-receptor stimulation did not change the luminal diameter in
wildtypes and rescued-ETg-receptor-deficient mice.

-NO-Synthase-blockade did not significantly change the arteriolar response to
Endothelin-1 application of wildtypes and rescued-ETg-receptor-deficient mice.
-ETa-receptor- and NO-Synthase-blockade did not significantly influence the basal

luminal diameter in wildtypes and rescued-ETg-receptor-deficient mice.
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In efferent arterioles

-cumulative Endothelin-1 application led to a dose dependent vasoconstriction in
wildtypes and rescued-ETg-receptor-deficient mice. The effect in wildtype mice was
significantly stronger than in rescued-ETg-receptor-deficient mice.

-A selective block of the ETa-receptor decreased the Endothelin-1 mediated
vasoconstrictory response in wildtypes and abolished the Endothelin-1 mediated
vasoconstrictory response in rescued-ETg-receptor-deficient mice.

-Cumulative ETg-receptor stimulation led to a vasoconstriction in wildtypes but had
no effect in rescued-ETg-receptor-deficient mice.

-The vasoconstrictory response to cumulative Endothelin-1 application in wildtypes
and rescued-ETg-receptor-deficient mice was significantly stronger during
NO-Synthase-blockade than it was without NO-Synthase-blockade.

-Selective ETa-receptor-blockade did not change the basal arteriolar diameter.
-NO-Synthase-blockade reduced the basal arteriolar diameter in wildtypes.

The vasoconstriction to cumulative Endothelin-1 application was stronger in afferent

than in efferent arterioles.

The functional results support the assumption of species specific, variabel expression
of the endothelin system. This species specificity refers to the differential contribution
of the ETa- and ETg-receptor on vasoconstriction and vasodilation of glomerular
arterioles. Our results point for the first time to a dilatory effect of the ETa-receptor in

these vessels.

This study contributes for the understanding of the function of endothelin receptors in
glomerular vessels, the effects of endothelin on the perfusion of the kidney and on

the glomerular filtration rate in the mouse.
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3  Einleitung

Die Endotheline bilden eine Familie aus drei 21-Aminosaure-Peptiden. Unter diesen
drei Endothelinen ist Endothelin-1 (ET-1) die biologisch wichtigste Isoform im
kardiovaskularem System (1-4). ET-1 ist ein multifunktionelles Hormon, welches in
der Physiologie und Pathophysiologie des kardiovaskuldren und renalen Systems
eine bedeutende Rolle spielt.

Am gesunden Herzen hat ET-1 chronotrope (5), arrythmogene (6) und inotrope
Effekte (7) und fordert eine Hypertrophie der Kardiomyozyten (8). Es spielt eine Rolle
in der Pathogenese der kardialen Ischamie (9), der Herzinsuffizienz (10) und beim
kardialen Remodelling (11). An den Koronararterien wirkt ET-1 vasokonstriktorisch
(12).

ET-1 ist ein ausgepragter Konstriktor von trachealen (13) und bronchialen
glattmuskularen Zellen (14). Die pulmonalartertielle Hypertonie geht mit erhéhten
ET-1-Plasmakonzentrationen einher, die mit dem Schweregrad der Erkrankung
korrelieren (15). Obwohl erhohte ET-1-Plasmaspiegel auch bei anderen
Erkrankungen beobachetet werden und ET-1 dort an der Pathophysiologie beteiligt
ist, ist die klinische Verwendung von Endothelin-Rezeptor-Antagonisten bisher auf
die idiopathische pulmonale Hypertonie und digitale Ulzerationen im Rahmen einer
Sklerodermie beschrankt.

ET-1 moduliert den renal vaskularen Widerstand (16-19), die Natriumhomdostase
(20) und glomeruléare Funktionen (21). Die Besonderheit fir die Regulation der
glomerularen Gefal3e ergibt sich daraus, dass das renale Gefal3bett sensitiver fur
ET-1 vermittelte Effekte als andere GefalRbetten ist (22). Die renalen Gefal3e sind
sensitiver fur ET-1 als fur Angiotensin-ll (Ang-I1) (23). Eine weitere Besonderheit des
Endothelinsystems in der Niere ist, dass im Gegensatz zu anderen Organen, wo der
ETa-Rezeptor (ETa-R) den vorherrschenden Endothelin-Rezeptortyp darstellt, in der
menschlichen Niere der ETg-Rezeptor (ETs-R) mit circa 70% der Uberwiegende
Endothelinrezeptortyp ist (24). ET-1 wirkt an den Gefallen nicht nur
vasokonstriktorisch, sondern u.a. auch vasodilatatorisch Uber eine Aktivierung
endothelialer ETg-R mit konsekutiver NO-Freisetzung (25). Somit ist eine Balance

des vasokonstriktorischen und des vasodilatatorischen ET-1-Effektes fir die
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Regulation des Tonus der afferenten und efferenten Arteriole entscheidend. Durch
einen differentiellen Einfluss des ET-1 auf den Tonus der afferenten und efferenten
Arteriole und damit auf die GFR konnte ET-1 eine Rolle in der Pathogenese der
Hypertonie spielen. So wird das Endothelinsystem nicht nur als wichtiger Faktor bei
der Entstehung der arteriellen Hypertonie, sondern auch des akuten ischamischen
und des chronischen Nierenversagens diskutiert (21;26-29). Dabei sind sowohl die
vasoaktiven Eigenschaften des Endothelins (26) als auch seine Rolle bei der
Entstehung einer Nierenfibrose von Bedeutung (29-31).

In dieser Studie untersuchten wir die ET-1-Wirkung sowie den Effekt verschiedener
ETa-Rezeptor- und ETg-Rezeptoragonisten- und antagonisten auf afferente und
efferente Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Mause und der Wildtypmause
(WT). Das Modell der isoliert perfundierten Arteriolen ermdglichte eine Beurteilung
der Reaktivitéat der Gefal3e unabhangig von systemischen und tubularen Einflissen.
Die rescued-ETg-R-defizienten Mause zeichnen sich durch Fehlen eines
funktionsfahigen vaskuldren ETg-R aus (32;33). Mit diesem Mausemodell umgeht
man elegant die Problematiken, welche aus eingeschrankter Rezeptorspezifitat
verschiedener Agonisten und Antagonisten resultieren. Dies ermoglichte uns eine
Untersuchung der differentiellen Beteiligung des ETa-Rezeptors und des
ETs-Rezeptors in der Vermittlung des akuten ET-1-Effektes in Mausearteriolen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie leisten einen Beitrag zum Verstandnis

potentieller pathogenetischer Mechanismen oben genannter Erkrankungen.

3.1 Struktur der Endotheline

1988 isolierten Yanagisawa et al. aus dem Uberstand einer Schweine-Aorten-
Endothelzellen-Kultur ein Peptid, welches frihzeitig als eines der starksten
Vasokonstriktoren erkannt wurde: Das Endothelin (3).

Die Endothelinfamilie besteht aus vier 21-Aminosaurepeptiden: Endothelin-1 (ET-1),
Endothelin-2 (ET-2), Endothelin-3 (ET-3) (4) und Endothelin-4 (ET-4) (34) sowie 3
31-Aminosauren-Peptiden: Endothelin-1*3!, Endothelin-2', Endothelin-3*3! (35).
Bioaktive 31-Aminosauren-Endotheline®*
selektiv big-ET-1, big-ET-2 und big-ET-3 an ihrer Tyrosin-31 und Glycin-32-Bindung

werden durch Chymasen gebildet, welche

spalten (35). Das Endothelin-4, oder auch vasoactive intestinal contractor (VIC)
genannt, ist ein Analog des humanen Endothelin-2 in Ratten und Mausen (36). ET-2

unterscheidet sich durch 2 Aminosauren, ET-3 durch 6 Aminosauren vom ET-1 (4).
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Alle drei Isoformen unterscheiden sich in ihrer Potenz, glatte Muskelzellen zu
kontrahieren (4). ET-3 konnte in zahlreichen Geweben wie im Gehirn (37;38), im
Gastrointestinaltrakt (37-39), in der Nebenniere (40), in der Niere (37;39), in der
Lunge (38;39), im Herzen (41) und im Plasma (42) nachgewiesen werden.
Matsumoto et al. zeigten, dass im Rattengehirn die ET-3-Konzentration hdher als die
ET-1-Konzentration war (38). Das Vorkommen von ET-3 besonders im Gehirn lasst
vermuten, dass ET-3 eine physiologische Aufgabe bei der Regulation der neuronalen
Funktion hat (38). Der ETg-R hat eine hohere Affinitat als der ETA-R zu ET-3 (43;44).
Somit kann ET-3 dber die ETg-R-Aktivierung zur Freisetzung von NO und
Prostazyclin fuhren (45;46). ET-3 wirkt auch konstriktorisch (47;48). ET-2 wird unter
anderem in Zellen des kardiovaskularen Systems (39;41;49), im Gastrointestinaltrakt
(39), im Muskel (39) und im Ovar (50) exprimiert. ET-2 ist ein potenter (Vaso-)
Konstriktor (47;48) und hat eine Funktion bei der Ovulation (50).

Unter den Endothelinen ist ET-1 die biologisch wichtigste Isoform im
kardiovaskularem System (1-3). In der menschlichen Niere ist die mRNA aller drei
Endothelin-lsoformen vorhanden, wobei ET-1 die malRgebende Isoform darstellt (51).
Daher konzentriert sich diese Studie auf die Wirkung von ET-1. ET-1 ist ein
21-Aminosaure-Peptid mit einer relativen molekularen Masse von 2,5. Es besitzt ein
freies Amino- und Carboxyende. Das Carboxyende ist fur die biologische Aktivitat
des ET-1 notwendig (52). Das Peptid zeichnet sich durch zwei Disulfidbricken
zwischen den Cysteinen 1 und 15 sowie zwischen den Cysteinen 3 und 11 aus (3).
Dadurch erhalt das ET-1 eine Haarnadelschleifen-Konfiguration (53) und eine

gewisse Resistenz gegen einen enzymatischen Abbau.

3.2 Synthese, Speicherung und Elimination von ET-1

Transkription  des  Pre-Pro-Endothelin-1-Gens  fuhrt  zur  Bildung  der
Pre-Pro-Endothelin-1-mRNA. Durch Translation der Pre-Pro-ET-1-mRNA entsteht
das aus 203 Aminosauren bestehende Pre-Pro-Endothelin-1. Dieses Peptid wird
durch eine Furin-dhnliche Endopeptidase zu dem aus 37-41 Aminosauren
bestehenden big-ET-1 gespalten. Das big-ET-1 besitzt nur eine relativ geringe
vasokonstriktorische Potenz im Vergleich zum funktionalen, reifen ET-1*%' (54).
Big-ET-1 wird dann durch verschiedene Isoformen des Endothelin-Converting-
Enzymes (ECE) zum biologisch aktiven, reifen ET-1*2? weiterverarbeitet. Auch

andere Metalloproteasen (55) spalten das big-ET-1 zum reifen ET-1*2* (3).
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ET-1 wird von vaskularen Endothelzellen konstitutiv freigesetzt (56;57). Eine
bedarfsadaptierte Freisetzung erfolgt unter anderem aus den endothelzell-
spezifischen Weibel-Palade-Koérpern (57;58). Zusatzlich zu den Endothelzellen wird
ET-1 von anderen Zellen des kardiovaskuldren und renalen Systems gebildet, wie
etwa den glatten Muskelzellen (59). Die Endothelinfreisetzung aus den
Endothelzellen ist jedoch 1000-fach héher als die aus den glatten Muskelzellen (59).
Endothelin wird unter anderem auch in Epithelzellen der Atemwege (60),
Fibroblasten (61), Neuronen (62;63), Kardiomyozyten (64), Leukozyten (65),
Makrophagen (66), Darmepithelzellen (67) und anderen Zelltypen produziert. In der
Niere wird ET-1 im Endothel der kleinen und mittelgro3en Gefal3e, in mesangialen
Zellen (68), in peritubularen Kapillaren, im Epithel des proximalen Tubuls, im Kortex,
in der Medulla, in der Papille, im Glomerulus, in den Vasa recta und im Sammelrohr
gebildet (69). Bei Vergleich der Endothelin-Konzentrationen mehrerer Ratten-Organe
(Hirnrinde, Hypothalamus, Herz, Lunge, Leber, Milz, Niere, Duodenum) wurde die
hdchste Konzentration in der inneren Medulla gemessen (70). Zahlreiche Faktoren
stimulieren die ET-1-Synthese- und Freisetzung. Darunter sind Vasokonstriktoren wie
Angiotensin-1l, Vasopressin (71;72), ThromboxanA, (73), Wachstumsfaktoren wie
Zytokine zum Beispiel Interleukin-1 (74;75), Interleukin-3,
Granoluzyten-Kolonie-Stimulierender-Faktor  (76), Tumornekrosefaktor-a  (75),
Interferon-y (77), Transformierender-Wachstumsfaktor-B (71;78), physikochemische
Faktoren wie mechanische Dehnung (79), Druck (80), Hypoxie (81), geringe
Scherspannung (82), andere Faktoren wie Insulin (83), Kortikosteroide (84;85) und
zahlreiche andere Stimuli. Zahlreiche Faktoren inhibieren die ET-1-Synthese- und
Freisetzung. Darunter sind Vasodilatatoren wie  Stickstoffmonoxid (86),
ProstaglandinE,, Prostaglandin I, (87), physikochemische Faktoren wie starke
Scherspannung (88), andere Faktoren wie Ostrogen und Progesteron (89) und
zahlreiche weitere Inhibitoren.

Es ist bis jetzt noch nicht vollstandig geklart, ob eine Speicherung von Endothelin in
Zellen stattfindet. Einerseits wurden sowohl big-ET-1 als auch ET-1 in Vesikeln (90)
und ET-1 in Weibel-Palade-Kdrpern von Endothelzellen nachgewiesen (57).
Andererseits spricht die Abhéngigkeit der Endothelinsekretion vom mRNA-Spiegel
(3) fur eine standige Neubildung und fur eine Regulation der ET-1-Synthese auf

Transkriptionsebene.
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Der ET-1-Plasmaspiegel mit Konzentrationen im picogramm/ml-Bereich (91;92) ist im
Vergleich zu den ET-1-Konzentrationen in den Endothelzellen (93;94) und anderen
Zellen niedrig. Die Konzentration des im Plasma zirkulierenden ET-1 ist unter
physiologischen Bedingungen zu gering um eine Vasokonstriktion auszulésen (95).
Es konnte gezeigt werden, dass Endothelzellen ET-1 vor allem nach abluminal in
Richtung der anliegenden glatten Muskelzellen sezernieren (96;97). Zudem
diffundiert ET-1 nach luminal ins Plasma, wo es zu einer Aktivierung des
endothelialen ETg-R fuhrt (98). ET-1 wirkt demnach autokrin und parakrin auf die
abluminal von den Endothelzellen lokalisierten glatten Muskelzellen. Das
Plasma-ET-1 stellt damit sozusagen den Uberschuss des lokal produzierten ET-1
dar. ET-1 wirkt daher eher als ein lokal freigesetztes und weniger als ein
zirkulierendes Hormon.

Die Plasma-ET-1-Halbwertszeit ist mit 1-2 Minuten sehr kurz (99). Der Abbau des
Plasma-ET-1 erfolgt vor allem in den Lungen (zu 50%) (100), aber auch zu einem
groRen Teil in den Nieren (zu 10%), Herz (zu 3,6%) und in der Leber (zu 2,7%)
(101;102). Der ETg-R ist der fur den Abbau des Plasma-ET-1 entscheidende
Rezeptor (103;104). Die Degradation des Plasma-ET-1 erfolgt durch Endozytose
(105) des ETg-Rezeptor-ET-1-Komplexes Uber coated pits und anschlieBendem
lysosomalen Abbau (103;106). Im Gegensatz dazu wird nach Internalisiserung des
ETa-Rezeptor-ET-1-Komplexes Uber caveolae oder Uber coated pits (105) der
ETa-Rezeptor recycled. Der Endothelin/ETa-R-Komplex zeigt nach Internalisierung
eine langsame Dissoziation mit nahezu irreversibler Bindung von ET-1 an seinen
Rezeptor. Das ET-1 dieses Komplexes bleibt noch lange intakt. Dieser Mechanismus
kann fir die anhaltende Kontraktion der glatten Muskelzelle, wie er etwa nach
ET-1-Bolus-Applikation beobachtet wird, verantwortlich sein (105).

3.3 Endothelin-Rezeptoren

3.3.1 Klassifikation der Endothelin-Rezeptoren

Die International Union of Pharmacology (IUPHAR) definiert und klassifiziert
Rezeptoren. Fur die Endothelin-Rezeptoren wurde dies zum ersten Mal 1994
durchgefiihrt  (107) wund 2002 aktualisiert (108). Heute werden zwei
Endothelin-Rezeptor-Typen unterschieden: Der ETa-Rezeptor und der ETg-Rezeptor
(109).

11
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Die ETg-R sind sowohl auf der glatten Muskelzelle als auch auf der Endothelzelle
lokalisiert (110). Daher wurden zwei verschiedene ETg-R-Subtypen vermutet:
ETsi1-Rezeptoren auf der Endothelzelle und ETg,-Rezeptoren auf der glatten
Muskelzelle (110). Es gibt jedoch keine Daten, welche die Existenz von zwei
unterschiedlichen ETg-R-Genen- oder Proteinen unterstitzen (111). Die
pharmakologisch heterogenen Antworten des ETg-Rezeptors zumindest auf S6c
scheinen durch ETg-Rezeptoren vermittelt zu werden, welche von demselben
ETs-R-Gen stammen (111). Die ETg1-R/ETg2-R Nomenklatur wurde von der
International Union of Pharmacology (IUPHAR) nicht iibernommen (109).

Es wurde auch die Existenz eines dritten Endothelin-Rezeptors angenommen,
welcher als ETc-Rezeptor bezeichnet wurde. Dieser wurde 1993 von Karne et al. in
Xenopus laevis geklont (107;112) und ein ahnlicher Rezeptor wurde auch von Kumar
et al. in Xenophus vermutet (113). Neuere phylogenetische Studien lassen jedoch
vermuten, dass das ETc-Rezeptor-Gen und das zugehdérige Protein in Sdugetieren
im Verlauf der Evolution verloren gegangen sind. Damit ist der ETc-Rezeptor fur die

menschliche Physiologie und Pharmakologie nicht relevant (114;115).
3.3.2 Rezeptorenstruktur

Beide Endothelin-Rezeptoren wurden aus verschiedenen Geweben isoliert und
nachgebildet (43;44;116-119). Es existieren beachtliche Homologien zwischen dem
ETa-R und dem ETg-R. In der Aminosauresequenz sind sie zu etwa 59 % identisch
(43;44;120;121). Das Molekulargewicht der Rezeptorproteine betragt circa 50 kDa
(122;123). Sowohl der ETa-R als auch der ETg-R gehdren zu den G-Protein-
gekoppelten-Rezeptoren (124;125) der Rhodopsin-Rezeptor-Superfamilie (125). Sie
bestehen aus einer N-terminalen-Signalsequenz mit einem relativ langen
extrazellularen N-terminalen Anteil, sieben transmembranen Domanen und einem
intrazellularen COOH-terminalen Anteil. Jeder Endothelin-Rezeptor besitzt zwei
separate Liganden-Interaktions-Subdomainen in der N-terminalen Domane
(121;126). Die Selektivitat wird durch die extrazellularen Schleifen, besonders die
zwischen den transmembranen Doméanen 4-6 bestimmt (127). Die Rezeptoren
verfligen uber einige Serinreste im C-terminalen Bereich und damit Gber mogliche

Phosphorylierungsstellen der zytoplasmatischen Domane (121).
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3.3.3 ETa-Rezeptor

Der ETa-R hat eine ahnliche Affinitat fir ET-1 und ET-2 im subnanomolaren Bereich
und eine 100fach geringere Affinitat fur ET-3 (1;43). Wichtige bekannte Wirkungen
der ETa-R-Aktivierung sind Vasokonstriktion (128-133) und Zellproliferation (134).
Der vasokonstriktorische Effekt variiert abhangig von der Spezies und dem
GefalRbett. Der ETa-R ist an unterschiedliche G-Proteine gekoppelt. In COS-7-Zellen
sind ETa-R mit Ggq, Gs, Gi1, Gz (135) gepaart. ETa-R in Ovarialzellen des
Chinesischen Hamsters sind mit Gq und Gs nicht aber mit G; (136) verbunden. Eine
weitere Studie konnte eine Kopplung des ETa-R an Ggq2 zeigen (137). Uber
Stimulation der verschiedenen G-Proteine kdnnen die Phosholipase C (138), die
Phospholipase A, (139), die Phospholipase D (140) oder die Proteinkinase C (141)
aktiviert werden. Der vasokonstriktions-induzierende Signalweg der glatten
Muskelzelle beinhaltet eine Aktivierung der Phospholipase C, welche eine Spaltung
von Phosphatidyl-Inositol-4,5-Biphosphat  zu  Inositol-Triphosphat  (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) bewirkt (138). IP; vermittelt die Kalzium-lonen-Freisetzung aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum und fiihrt so zu einem ersten und transienten
intrazellularen Kalziumanstieg (142). Der initiale Kalziumanstieg fuhrt zum einen zu
einer Aktivierung der sarkoplasmatischen Ryanodin-Rezeptoren (143) und somit zur
weiteren Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischem Retikulum und zum
anderen zu einer Aktivierung mehrerer lonenkandale der Plasmamembran, durch die
extrazellulares Kalzium einstromt und so flr den anhaltenden Anstieg der
intrazellularen Kalzium-Konzentration sorgt (142). Durch den Kalziumanstieg kommt
es zu einer Offnung von Chlorid-lonenkanalen (144), zu einer Aktivierung des
Natrium/H*- (Protonen-) Austauschers (145) und zu einer Inhibierung von
spannungsabhéangigen Kaliumkanalen (146) und insgesamt zur Depolarisation der
glatten  Muskelzelle.  AulBerdem sind reaktive  Sauerstoffspezies und
Cytochrom-P-450 Metabolite (147) an der ETa-R vermittelten Vasokonstriktion
beteiligt (148).

Bezuglich der Beteiligung der spannunsabhangigen L-Typ-Kaziumkanéle in dem
oben genannten  Signaltransduktionsweg existieren jedoch teils sich
widersprechende Daten: Die Endothelin vermittelte Vasokonstriktion konnte durch
Blockade des spannungsabhéngigen L-Typ-Kalziumkanals mit Nifedipin vollstandig

aufgehoben werden (149). In afferenten Arteriolen kam es bei niedrigen ET-1-Dosen
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(3 pM und 10 pM) zu einer starken Abschwdchung der ET-1 induzierten
Vasokonstriktion unter Blockade des spannungsabhéngigen L-Typ-Kalziumkanals. In
efferenten  Arteriolen zeigte die Blockade des spannungsabhéngigen
L-Typ-Kalziumkanals jedoch keinen Effekt auf die ET-1 induzierte Vasokonstriktion
(95;150;151). In einer anderen Studie hatte die Blockade der spannungsabhangigen
L-Typ-Kalziumkanale keinen Einfluss auf die ET-1 induzierte Vasokonstriktion in
afferenten und efferenten Arteriolen (152).

Die Aktivierung der Phospholipase A, fihrt unter anderem zur Bildung von
Thrombaxan A, und somit zur weiteren Vasokonstriktion und zur Inflammation. Uber
Aktivierung der Phospholipase D vermittelt der ETA-R eine mitogene Wirkung (140)
und fordert die Zellproliferation.

Endothelin wirkt als ubiquitdir vorkommendes vasoaktives Peptid an der
Aufrechterhaltung des GefaBtonus mit (153). Ubereinstimmend mit dieser
physiologischen Funktion des Endothelins werden auch die ETa-R annéhrend
ubiquitar exprimiert. ETa-R sind hauptsachlich auf der glatten Muskelzelle lokalisiert
(154). Hier stellen die ETa-R den Uberwiegenden Endothelin-Rezeptortyp dar (154).
ETaA-R sind in zahlreichen Geweben vorhanden, einschlief3lich in dem Herzen, in der
Lunge (128), in dem Gehirn (130) und schlieflich in der Niere mit den afferenten und
efferenten Arteriolen (155). Auch auf nicht-vaskularen Strukturen kommen ETa-R vor,

wie zum Beispiel auf Epithelzellen (156), Neuronen (157) und Myozyten (158).
3.3.4 ETg-Rezeptor

Der ETg-R hat fur alle drei Endothelin-Formen eine &hnliche Affinitat im
subnanomolaren Bereich (44). Der ETg-R ist an unterschiedliche G-Proteine
gekoppelt: In COS-7-Zellen exprimierte ETg-R sind mit Gg, Gs, Gi1, Gz (135)
verbunden und in Ovarialzellen des Chinesischen Hamsters exprimierte ETg-R sind
mit Go und G; (136) gepaart. Uber die Aktivierung der verschiedenen G-Proteine
erfolgt eine Stimulation/Hemmung der Phospholipase C (124), der Phopholipase A;
(139) und der Phospholipase D (159) und eine Inhibition der Adenylycyclase (136).
Im Unterschied zum ETa-R ist der ETg-R im vaskuldren System nicht nur auf der
glatten Muskelzelle, sondern auch auf der Endothelzelle exprimiert (160). Die
intrazellulare Signalkaskade des glattmuskularen ETg-R im Sinne der Induktion einer
Vasokonstriktion ist der ETa-R-Signaltransduktion sehr &hnlich. Auch hier fuhrt die

Stimulation der Phospholipase C zur Generierung von IP3 (135) und DAG und zum
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intrazellularen Kalziumanstieg (161;162). Auch sind reaktive Sauerstoffspezies (135)
und die Rho-Kinase (163) an der ETg-R vermittelten Vasokonstriktion beteiligt. Der
endotheliale ETg-R wirkt u.a. Tyrosin-Kinase- und Kalzium/Calmodulin-abhangig
(164) Uber die Freisetzung endothelialer Faktoren wie NO (165) und Prostaglandine
(166) vasodilatatorisch (111;165;167). Kontrovers wird dabei die Rolle des
Prostazyklins diskutiert. Einige Studien zeigten, dass die
Endothelin-Rezeptor-Aktivierung zu einer Prostazyklin-Freisetzung fuhrt (45;168),
wahrend andere Studien keine Veranderung der ET-1 induzierten Antwort unter
Cyclooxygenase-Inhibition darstellten (25;169). Eine wichtige Funktion des ETg-R ist
seine Beteiligung an der Regulation der Plasma-ET-1-Konzentration. Wie bereits
erwahnt, ist der ETg-R an der Degradation des zirkulierenden Plasma-ET-1
entscheidend beteiligt (170). ETg-R-Aktivierung kann in verschiedenen Zelltypen zur
Stimulation der Mitogen-aktivierten-Protein-Kinase (MAPK), der DNA-Synthese (171)
und insgesamt zur Proliferation (171;172) fuhren. In Endothelzellen beispielsweise
kann ETg-R-Aktivierung die Bildung von VEGF (173) verursachen und somit mitogen
wirken. Andere Studien vermuteten einen vorwiegend antiproliferativen Effekt der
ETs-R-Aktivierung (174). Der ETg-R ist entscheidend an der Kontrolle des basalen
vaskularen Tonus beteiligt (165). Ubereinstinmend mit dieser physiologischen
Funktion werden die ETg-R in zahlreichen Geweben exprimiert. ETg-R sind in den
vaskularen glatten Muskelzellen und Endothelzellen unter anderem in grof3er Anzahl
in der Lunge (175;176), im Gehirn (177) und in geringerer Anzahl im Herzen
(154;178) lokalisiert. Auch kommen die ETg-R auf nicht-vaskularen Strukturen wie
Epithelzellen (154), Gliazellen des Gehirns (154) und Neuronen (179) vor. In der
Niere sind die ETg-R in den glatten Muskelzellen und in den Endothelzellen der
afferenten Arteriolen ausgebildet (155). In den efferenten Arteriolen finden sich
ETs-R auf den glatten Muskelzellen (155). AufRerdem sind renale ETg-R unter

anderem in den Interlobulararterien und auf den Sammelrohren vorhanden (155).
3.3.5 Homo-und Heterodimere

Endothelinrezeptoren kénnen vermutlich Homo- und Heterodimere bilden. Solche
Rezeptorinteraktionen konnten fur die zum Teil schwer zu interpretierenden
experimentellen Ergebnisse verantwortlich sein, bei denen eine klare Zuordnung zur
Funktion von ETa-R und ETg-R nicht getroffen werden konnte. In Astrozyten sind

sowohl der ETa-R als auch der ETg-R an der Entfernung des ET-1 aus dem Plasma
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beteiligt(180). Hier fuhrt nur die Kombination eines ETa-R-selektiven und eines
ETs-R-selektiven Antagonisten zur Blockade der ET-1-Eliminierung, nicht jedoch die
alleinige Applikation eines ETa-R-selektiven- oder eines ETg-R-selektiven
Antagonisten (180). Es wurde vermutet, dass ET-1 als ein bivalenter Ligand
fungieren kénnte. Als ein solcher kann ET-1 Uber seinen N-Terminus an den ETa-R
und dber seinen C-Terminus an den ETg-R binden. Damit kann ET-1 eine
Ligandenbricke bilden und die Heterodimerbildung férdern (181). Direkte Nachweise
fur ETa-R- und ETg-R-Homo- und Heterodimere kommen von Studien, welche
Koimmunoprezipitation der Rezeptoren mit fluorescence resonance energy transfer
(FRET) Analysen kombinieren: ETa-R und ETg-R kdnnen konstitutive Heterodimere
formen (182). ETa-R und ETg-R bilden sowohl ETa-R/ETA-R und ETg-R/ETs-R
Homodimere als auch ETa-R/ETg-R Heterodimere. ETa-R/ETg-R Heterodimere
haben vermutlich andere pharmakologische und kalzium-signaltransduzierende
Effekte als Monomere (183). Endothelin-Rezeptoren konnen auch mit anderen
Rezeptoren Dimere bilden: Der Dopamin-Rezeptor interagiert im proximalen Tubulus
physiologischerweise mit dem ETg-R. Der eingeschrankte natriuretische
Dopamineffekt in spontan hypertensiven Ratten ist zumindest zum Teil durch eine
abnorme Dopamin-Rezeptor/ETg-R-Interaktion bedingt (184).

3.4 Renale hdmodynamische Wirkungen des ET-1

3.4.1 Allgemeine renale hamodynamische Wirkungen des ET-1

Systemisches und lokal produziertes ET-1 hat in der Niere einen prominenten
Einfluss: 1. In der Regulation der renalen Hamodynamik, 2. In der Kontrolle des
tubuldren Wasser-und Elektrolyttransportes, 3. In der Steuerung der Proliferation und
Mitogenese verschiedener Zelltypen.

In verschiedenen Tiermodellen wie zum Beispiel in Ratten, Mausen und Kaninchen
fuhrte ET-1-Infusion- und Applikation zu einem starken Anstieg des renal vaskularen
Widerstandes (RVR) (16-19) und entsprechend zu einem Abfall des renalen Plasma-
(16;149) und Blutflusses (RBF) (17;19;185-187) sowie des glomerularen Plasma-
(21) und Blutflusses (188;189). Der ET-1 vermittelte Abfall des renalen Blutflusses
bei unveranderten femoral-arteriellen Druck deutet auf einen Anstieg des renalen

vaskularen Widerstandes hin (185).
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Experimente in Ratten zeigten, dass die Veranderungen des renalen Plasmaflusses
(RPF) nach ET-1-Applikation/Infusion schnell und dosisabhangig auftreten (190):
Nach 20-30 Minuten war der RPF auf ein Minimum gesunken, es folgte ein
langsamer Wiederanstieg des RPF und nach 1-2 Stunden kehrte der RPF zum
Ausgangswert zurtick (16;149;191). Im Unterschied dazu fuhrte die ET-1-Infusion in
Hunden zu einem raschen und transienten Anstieg des RPF, gefolgt von einem
langanhaltendem Abfall des RPF (192).

Die ET-1 induzierte Reduktion des RBF war durch kombinierte
ETa-R/ETg-R-Blockade vollstandig aufgehoben (193;194). In einer weiteren Studie in
gesunden Menschen hatte die kombinierte ETa-R- und ETg-R-Blockade mit BQ-123
(selektiver ETa-R-Antagonist) und BQ-788 (selektiver ETg-R-Antagonist) nur einen
minimalen  Effekt auf RBF und RVR (195). Unter unselektiver
Endothelin-Rezeptor-Blockade mit Bosentan in Ratten fiel der glomerular-kapillare
Druck und der praglomerulare Widerstand stieg stark an (196).

In hydronephrotischen Rattennieren war unter ETa-R-oder ETg-R-Blockade die
ET-1-Dosis-Wirkungskurve des glomeruléaren Blutflusses rechtsverschoben (188).

In einer Studie mit Menschen verminderte BQ-123 den ET-1 induzierten Anstieg des
vaskularen Widerstandes (197;198). Gleicherdings reduzierte BQ-123 in einer
weiteren Studie mit hydronephrotischen Rattennieren den Abfall des glomerularen
Blutflusses bei ET-1-Applikation (189). Die ET-1 induzierte Reduktion des RBF war
durch Blockade des ETa-R nur teilweise, aber nicht vollstandig aufgehoben
(193;194).

ETs-R Blockade mit BQ-788 verstarkte die ET-1 induzierte Vasokonstriktion (198).
Der ETg-R-Agonist IRL-1620 reduzierte den glomeruldren und renalen Blutfluss
(163;188;193). Die selektive ETg-R-Stimulation durch Gabe des ETa-R-Antagonisten
BQ-123 wund gleichzeitige ET-1-Gabe oder durch Gabe des selektiven
ETs-R-Agonisten S6c fiihrte zu einer Reduktion des RBF (143;151).

Selektive ETa-R-Stimulation durch Blockade des ETg-R mit BQ-788 und gleichzeitige
ET-1-Applikation fiihrte zu einem Abfall des RBF.

Eine Blockade des ETa-R mit BQ-123 hatte keinen Effekt auf die basale glomeruléare
Hamodynamik (196). Auch in einer Studie in Menschen hatte die Infusion mit BQ-123
allein keinen Einfluss auf den RVR, RBF, GFR (197;198).

Systemische ETg-R-Blockade mit BQ-788 allein flihrte bei gesunden ménnlichen
Menschen zu einem Abfall des RBF und zu einem Anstieg des RVR (167). Die
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Reduktion des RBF wurde durch eine Vorbehandlung mit L-NAME
(NO-Synthase-Blocker) und Ibuprofen aufgehoben (98). Dies legt nahe, dass
endogenes ET-1 durch ETg-R abhangige NO-oder Prostazyklin-Freisetzung an der
Regulation des basalen renalen vaskuldren Widerstandes beteiligt ist. In einer
anderen Studie jedoch fiihrte die selektive Blockade des ETs-R zu keiner Anderung
des renalen Plasmaflusses (199).

Die Befunde lassen vermuten, dass sowohl der ET-R als auch der ETg-R (sowohl
der glattmuskulare als auch der endotheliale) an den renal hamodynamischen
ET-1-Wirkungen beteiligt sind.

ET-1 nimmt an der renalen Autoregulation teil. Ein Anstieg des renalen Blutflusses
konnte Uber endotheliale Rezeptoren fur Scherspannung registriert werden. Das
Endothel foérdert dann die ET-1-Sekretion. ET-1 diffundiert zu den glatten
Muskelzellen, bindet an seine Rezeptoren und induziert eine Kontraktion. Der
resultierende Anstieg des Tonus wirde dem Anstieg des Blutflusses entgegenwirken

und wirde somit als ein myogener Mechanismus der Autoregulation wirken (200).
3.4.2 ET-1-Effekt auf die GFR

Die single nephron GFR ist das Produkt aus dem Filtrationsdruck entlang der
glomerularen Kapillaren und dem Ultrafiltrationskoeffizienten. ET-1 beeinflusst beide
Faktoren und damit die single nephron GFR. Eine geringe aber druckrelevante
ET-1-Dosis (0,63 pmol/min) erhohte den Filtrationsdruck (190). Dieser erhohte
Filtrationsdruck wiirde die Filtration fordern. Infusion einer niedrigen ET-1-Dosis
(0,63pmol/min) fuhrte jedoch zu einem Abfall des Ultrafiltrationskoeffizienten. Ein
moderater Abfall in der glomerularen kapillaren Flussrate verursachte eine relativ
konstante, unverénderte single nephron GFR (190). ET-1 in hb6heren
Konzentrationen (10 pmol/min) verringerte die glomerulare kapillare Flussrate und
den Ultrafiltrationskoeffizienten und erzeugte einen GFR-Abfall (185). Zahlreiche
weitere Studien in unterschiedlichen Tiermodellen konnten zeigen, dass ET-1 in
druckrelevanten Konzentrationen zu einem dosisabhangigen Abfall der GFR fihrt
(17;18;149;185;191). In einer nicht-druckrelevanten Dosis veranderte ET-1 die GFR
jedoch nicht (16). Es zeigten sich keine Veranderung der GFR auf ET-1-Applikation
trotz reduziertem renalen Blutfluss und erhdhtem renalen vaskularen Widerstand bei

konstanten mittleren arteriellen Blutdruck (19).
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Der unselektive ET-R-Antagonist Bosentan, der selektive ETa-R-Antagonist BQ-123
oder eine ETg-R-Blockade hatten keinen Einfluss auf die basale GFR (196;199). Dies
lasst vermuten, dass ET-1 keinen oder nur einen sehr geringen Einfluss auf die
basale GFR hat.

3.4.3 ET-1-Effekt auf die afferente Arteriole

ET-1 induziert eine Vasokonstrikton

1990 untersuchten Edwards et al. erstmalig die ET-1-Wirkung auf isolierte afferente
Arteriolen der Kaninchenniere. ET-1-Applikation erzeugte eine
konzentrationsabhangige und langanhaltende Vasokonstriktion in isolierten
afferenten Arteriolen von Kaninchen (95). Auch andere Studien zeigten, dass ET-1
afferente  Arteriolen der Kaninchennieren (19;201), der Rattennieren
(17;147;151;191;202-206), der hydronephrotischen Rattennnieren
(149;150;188;189;207;208) und der Mausenieren (209) konstringiert. Die initiale
Vasokonstriktion trat bei einer ET-1-Dosis von 10™%? mol/l auf (205;206). ET-1
bewirkte eine entlang des GefalRes gleichmafige Konstriktion (203). Am Ende der
zweiten Minute erreichte der vasokonstriktorische ET-1-Effekt das steady state (147).
ET-1-Applikation kann zu oszillatorischen Gefal3bewegungen der afferenten
Arteriolen fuhren (149). Ubereinstimmend mit der durch ET-1 vermittelten
Vasokonstriktion der afferenten Arteriolen, vermittelte ET-1 einen Anstieg des
praglomerularen Widerstandes (16;19;185). ET-1 in niedrigen Konzentrationen

verstarkte die myogene Antwort in afferenten Arteriolen (210).

ETa- und ETg-Rezeptoren sind in der afferenten Arteriole exprimiert

Unter Verwendung der Immunofluorenszenzmikroskopie wurde
ETa-R-Immunoreaktivitat ausschliel3lich auf der glatten Muskelzelle gesehen,
wéahrend ETg-R-Immunoreaktivitdt sowohl auf der glatten Muskelzelle als auch, in
schwacher Auspragung, auf der Endothelzelle der praglomerularen Geféale
beobachtet wurde (155). In einer Radioligandenbindungsstudie in afferenten
Arteriolen, in Arkuat-und Interlobulararterien der Rattennieren wurde das Vorkommen
des ETa-R und des ETg-R in anndhrend gleichem Verhdaltnis aufgezeigt (211),
wéahrend in einer weiteren Studie in praglomeruldren Kaninchenarteriolen das
Verhéltnis von ETa-R zu ETg-R mit 40:60 bestimmt wurde (212). Eine weitere Studie

in Ratten bestatigte mittels der Immunoblottechnik die Expression sowohl von ETa-R
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als auch von ETg-R in praglomerularen Mikrogefallen (202). In einer
Ligandenbindungsstudie in  menschlichen Nieren wurden nahezu keine
glattmuskularen ETg-R dargestellt (213).

Der ETa-R vermittelt eine ET-1 induzierte Vasokonstriktion in der afferenten Arteriole
Der selektive ETa-R-Antagonist BQ-123 antagonisierte die ET-1 vermittelte
Vasokonstriktion in hydronephrotischen Rattennieren, hob diese jedoch nicht
vollstandig auf (188;189). In einer weiteren Studie wurde jedoch die ET-1 vermittelte
Vasokonstriktion bei einer ET-1-Dosis von 10*° M durch BQ-123 (in dieser Studie
noch als cyclo D-Asp-L-Pro-D-Val-L-Leu-D-Trp benannt) vollstandig aufgehoben
(214). Unter Verwendung eines anderen selektiven ETa-R-Antagonisten (A-127722),
war die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion der afferenten Arteriolen in Ratten
vollstdndig aufgehoben, aul3er bei den hdchsten verwendeten ET-1-Konzentrationen
von 10° M und 10®° M (206).

Diese Studien weisen darauf hin, dass die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion in

afferenten Arteriolen zumindest Gberwiegend Uber den ETa-R vermittelt wird.

Der ETg-R vermittelt eine Vasokonstriktion und/oder Vasodilatation in der afferenten
Arteriole

In afferenten Arteriolen und praglomerularen GefaRen aus Rattennieren und aus
hydronephrotischen Rattennieren fuhrten die selektiven ETg-R-Agonisten S6c¢c und
IRL-1620 zur Konstriktion (163;188;202). In einer Studie an afferenten
Rattenarteriolen fuhrte die Applikation von S6¢ zu einer konzentrationsabhangigen,
starken Vasokonstriktion mit einer maximalen Reduktion des Iluminalen
Durchmessers von 57+3%, wahrend IRL-1620 eine geringere Vasokonstriktion mit
einer maximalen Reduktion des luminalen Durchmessers von 24+3% vermittelte
(206). Unter ETg-R-Blockade mit A-192621 und niedrigen ET-1-Konzentrationen
(10*? M-10° M) war die Vasokonstriktion vollstandig aufgehoben und es waren
hohere ET-1-Dosen (10®° M) notwendig um eine signifikante Vasokonstriktion zu
induzieren. Ohne ETg-R-Blockade induzierte ET-1 schon in einer Konzentration von
10 M eine signifikante Vasokonstriktion (206). Auch unter selektiver
ETg-R-Blockade mit BQ-788 und IRL-1038 wurde die ET-1 vermittelte
Vasokonstriktion praglomelarer Gefaf3e antagonisiert, jedoch nicht vollstandig

aufgehoben. Dabei wurde ET-1 in einer Konzentration von 10° M verwendet (188).
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Eine Inhibtion der NO-Synthese verstarkte die ET-1 induzierte Vasokonstriktion
(201), was mit dem Hintergrund der Kopplung eines endothelialen ETg-R an das
NO-System (165) auf einen vasodilatatorischen ETg-R-Effekt hinweist.

Diese Studien weisen darauf hin, dass die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion in
afferenten Arteriolen partiell Uber den ETg-R vermittelt wird, zudem gibt es Hinweise
auf einen vasodilatatorischen ETg-R-Effekt in afferenten Arteriolen.

Effekt der ETg-R-Aktivierung auf den basalen arteriolaren Durchmesser

Selektive Blockade des ETg-R mit A-192621 hatte in afferenten Arteriolen aus
Rattennieren keinen Einfluss auf den basalen arteriolaren Durchmesser (202). Im
Unterschied dazu fuhrte der selektive ETg-R-Antagonist BQ-788 allein in
hydronephrotischen Rattennieren zu einer signifikanten Vasodilatation (188), was auf
einen tonischen vasokonstriktorischen Effekt des ETg-R hinweist. Kombinierte
Blockade des ETa-R und des ETg-R mit dem unselektiven ET-R-Antagonisten
Bosentan filhrte zu einem Anstieg des basalen afferent arteriolaren Widerstandes
(196). Dies lasst vermuten, dass endogenes ET-1 tonisch die praglomeruéren
Gefal3e dilatiert (196). Zusammen mit der Erkenntnis, dass BQ-123 allein keinen
Effekt auf den praglomerularen Widerstand hatte, wurde vermutet, dass dieser
tonische vasodilatatorische ET-1-Effekt Gber den ETg-R vermittelt wird (196).

Die Literaturanalyse zeigt Ubereinstimmung dariiber, dass ET-1 an der afferenten
Arteriole eine Vasokonstriktion induziert. Auch sind wahrscheinlich beide
Endothelinrezeptortypen an der Vermittlung dieser Vasokonstriktion beteiligt. Es gibt
widersprichliche Aussagen Uber die differentielle Beteiligung beider Rezeptortypen
an der ET-1l-induzierten Vasokonstriktion und Uber die dilatatorische Rolle der

ETg-Rezeptoren.
3.4.4 ET-1-Effekt auf die efferente Arteriole

ET-1 induziert (k)eine Vasokonstriktion in der efferenten Arteriole

1990 untersuchten Edwards et al. erstmalig die ET-1-Wirkung auf isolierte efferente
Arteriolen  der  Kaninchenniere  (95). ET-1-Applikation erzeugte eine
konzentrationsabhangige und langanhaltende Vasokonstriktion isolierter efferenter
Arteriolen des Kaninchens (95). Auch andere Studien zeigten, dass ET-1 efferente

Arteriolen der Kaninchennieren in Konzentrationen von 4,0 ng/kg/min (19), der
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Rattennieren ab einer ET-1 Konzentration von 10™! M (205;206) und von 10™° M
(205) und der hydronephrotischen Rattennnieren in ET-1-Konzentrationen von
3x10° M (149;150) und 10° M (188:208) konstringiert. GleichermaRen fiihrte
ET-1-Applikation zu einem Anstieg des postglomerularen Widerstandes
(16;19;21;185;190). Andere Studien in efferenten Arteriolen aus Rattennieren und
aus hydronephrotischen Rattennieren jedoch konnten keinen ET-1-Effekt auf den
luminalen Durchmesser der (proximalen) efferenten Arteriolen verzeichnen, wobei
ET-1-Konzentrationen von 5x10™ M als Bolus kombiniert mit einer Infusion mit einer
Konzentration von 1x10® g/h pro 300g Rattengewicht (17) und 4x10™? mol/kg pro
Minute (189) und 10™* M - 10™ M (203) verwendet wurden. In den efferenten
Arteriolen wurden keine Oszillationen auf ET-1-Applikation, wie diese in den

afferenten Arteriolen sichtbar waren, gemessen (149).

ETa-und ETg-Rezeptoren sind in der efferenten Arteriole exprimiert

Sowohl ETa-R- als auch ETg-R-Immunoreaktivitat wurde in den glatten Muskelzellen
in der efferenten Arteriole der Ratte beobachtet. Jedoch konnte keine
ETs-R-Immunoreaktivitéat in den Endothelzellen der efferenten Arteriolen gemessen
werden (155). In einer Ligandenbindungsstudie in menschlichen Nieren wurden

nahezu keine glattmuskularen ETg-R dargestellt (213).

Der ETa-R vermittelt (k)eine ET-1 induzierte Vasokonstriktion in der efferenten
Arteriole

Eine Studie in Ratten zeigte, dass die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion in den
efferenten Arteriolen vor allem durch den ETa-R vermittelt wurde (206). In einer
weiteren Studie hatte BQ-123 keinen Effekt auf die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion
in den efferenten Arteriolen der hydronephrotischen Rattennieren, wobei
ET-1-Applikation in einer Konzentration von 10° M eine signifikante Vasokonstriktion
induzierte (188). Dies lasst vermuten, dass der ETa-R zumindest in dieser
ET-1-Konzentration kaum an der ET-1-Antwort beteiligt war. Andererseits
schwachten in der gleichen Studie die selektiven ETg-R-Antagonisten BQ-788 und
IRL-1038 in efferenten Arteriolen der hydronephrotischen Rattennieren die ET-1
vermittelte Vasokonstriktion bei einer ET-1 Konzentration von 10° M nur ab und
hoben diese nicht vollstandig auf. Es blieb also trotz ETg-R-Antagonisierung noch

eine ET-1-Antwort erhalten, die vermutlich durch den ETa-R vermittelt wurde (188).
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Es bleibt offen, ob und in welchem Ausmald der ETa-R in efferenten Arteriolen eine
ET-1 induzierte Vasokonstriktion vermittelt.

Der ETg-R vermittelt eine Vasokonstriktion und/oder Vasodilatation in der efferenten
Arteriole

Ein vasokonstriktorischer Effekt des ETg-Rezeptors konnte in efferenten Arteriolen
direkt oder indirekt gezeigt werden: In hydronephrotischen Rattennieren fihrte die
Applikation des selektiven ETg-R-Agonisten IRL-1620 zur konzentrationsabhangigen
Vasokonstriktion (163;188). Gleichermal3en konstringierte der ETg-Rezeptor-Agonist
IRL-1620 auch die efferenten Arteriolen der Rattennieren (206). Hohere ET-1-Dosen
von 1 und 10 nM vermittelten unter ETa-R-Blockade eine signifikante
Vasokonstriktion (206). Die selektiven ETg-R-Antagonisten BQ-788 und IRL-1038
schwéchten in efferenten Arteriolen der hydronephrotischen Rattennieren die ET-1
vermittelte Vasokonstriktion ab (188).

Es gibt Befunde, die auf einen vasodilatatorischen Effekt des ETg-Rezeptors in
efferenten Arteriolen hinweisen: Der selektive ETg-R-Agonist S6¢c induzierte eine
konzentrationsabhangige Vasodilatation (206). ET-1-Applikation erzeugte unter
ETa-R-Blockade mit A-127722 eine signifikante und konzentrationsabhangige
Vasodilatation (206). Der selektive ETg-R-Antagonist A-192621 verstarkte die ET-1
induzierte Konstriktion (206). Dieser vasodilatatorische Effekt des ETg-R Uberrascht
angesichts fehlender Immunoreaktivitat fur ETg-R in den Endothelzellen der
efferenten Arteriolen (155).

ET-1 hat keinen Einfluss auf den basalen arteriolaren Durchmesser der efferente
Arteriole

Der unselektive Endothelin-Rezeptor-Antagonist Bosentan veranderte den basalen
efferent arteriolaren Widerstand nicht (196). Auch hatte der selektive
ETa-R-Antagonist BQ-123 keinen Einfluss auf den basalen efferent arteriolaren
Widerstand (196).

3.4.5 Vergleich der ET-1 Antwort in afferenten und efferenten Arteriolen

Zahlreiche Studien konnten zeigen, dass die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion in den
afferenten Arteriolen starker ist als in den efferenten Arteriolen (149;203;206;208). In

anderen Studien war jedoch entweder kein Unterschied in der ET-1-Antwort der

23



Einleitung

efferenten und der afferenten Arteriole zu beobachten (215), oder es gab eine
starkere ET-1 induzierte Vasokonstriktion in efferenten im Vergleich zu afferenten
Arteriolen (185;190;205;216).

3.5 Fragestellungen

Aus der Literaturanalyse ergeben sich Fragen zur Wirkung von ET-1 in der
Mikrovaskulatur ~ der  Nierenrinde, die wir mit dem Modell der
rescued-ETg-R-defizienten Mause beantworteten. Das Modell ermoglicht die
Untersuchung der Endothelin-Rezeptorfunktion durch selektive Ausschaltung des
ETs-R.

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet:

e Welchen Anteil hat der ETa-R an der ET-1 induzierten Vasokonstriktion?
Protokoll:
ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurve der rescued-ETg-R-defizienten Mause.

e Welchen Anteil hat der ETg-R an der ET-1 induzierten Vasokonstriktion?
Protokolle:
Vergleich der ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurven in WT und in
rescued-ETg-R-defizienten Mausen.
Vergleich der ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurven wahrend selektiver
ETa-R-Blockade mit BQ-123 der WT und der rescued-ETg-R-defizienten
Mause.
Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven des selektiven ETg-R-Agonisten
ALA-ET-1 in WT und in rescued-ETg-R-defizienten M&usen.
Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven des selektiven ETg-R-Agonisten
IRL-1620 in WT und in rescued-ETg-R-defizienten Mausen.

e Gibt es eine ET-1 induzierte relevante NO-Freisetzung?
Protokolle:
Vergleich der ET-1-Dosis-Wirkungskurven der WT ohne und mit
unspezifischer NO-Synthase-Blockade mit L-NAME zur Darstellung eines
eventuell vasodilatatorischen ETg-R-Effektes.
Vergleich der ET-1-Dosis-Wirkungskurven der rescued-ETg-R-defizienten
Mause ohne und mit unspezifischer NO-Synthase-Blockade mit L-NAME zur

Darstellung eines eventuell vasodilatatorischen ET s-R-Effektes.
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Hat endogenes ET-1 einen Effekt auf den basal arteriolaren Durchmesser der
afferenten und efferenten Arteriolen?

Protokoll:

Vergleich der Ausgangslumina der afferenten und efferenten Arteriolen der
WT und der rescued-ETg-R-defizienten Mause vor und nach BQ-123- und
L-NAME-Behandlung.

Ist die ET-1 induzierte Vasokonstriktion in den afferenten Arteriolen stérker als
in den efferenten Arteriolen?

Protokoll:

Vergleich der ET-1-Dosis-Wirkungskurven der afferenten und efferenten

Arteriolen der WT.

25



Methoden

4 Methoden

41 Tiere

Es wurden genetisch veranderte mannliche und weibliche rescued-ETg-R-defiziente
Mause und Wildtypmause (WT) verwendet. Die rescued-ETg-R-defizienten Mause
wurden im Rahmen einer Kooperation von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Hocher, CCR,
Universitdtsmedizin Berlin, bereitgestellt. In den ETg-R-knockout Mausen wurden
Exon 3 und Exon 4 der genomischen DNA des ETg-R-Gens deletiert. Das verkirzte
Transkript kodiert fur einen nicht funktionsfahigen ETg-R (217). Daher entwickeln
ETs-R-knockout Mause eine kongenitale intestinale Aganglionose (218), &quivalent
dem humanen Morbus Hischsprung (219) und versterben 2 - 4 Wochen postpartal
(218). Die rescued-ETg-R-defiziente Maus wurde durch Kreuzung einer
ETs-Rezeptor-knockout Maus mit einer ETg-Rezeptor-transgenen Maus erzeugt (32).
Der Rescue-Mechanismus entsteht durch ein
Dopamin-Beta-Hydroxylase-Promotor-ETg-R-Transgen. Dieses Transgen  wird
voribergehend in den von der Neuralleiste abstammenden Vorstufen des
enterischen Nervensystems exprimiert und fordert so die normale intestinale
Entwicklung der rescued-ETg-R-defizienten Mause (220). Die ausgewachsenen Tiere
zeichnen sich durch Abwesenheit eines funktionsfahigen vaskularen ETg-R (32;33)
bei normaler gastrointestinaler Entwicklung (220) aus. Alle Mause lebten in
Kafighaltung mit einem geregelten Licht-Dunkel-Rhythmus und hatten freien Zugang
zu Trockenfutter und Wasser. Samtliche Tierexperimente fanden unter
Beriicksichtigung des Tierschutzgesetztes vom 01.011.1987, herausgegeben vom
Bundesministerium der Justiz, statt. Die Tiertotung wurde durch das LAGESO
(Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin, T 0003/06) genehmigt.

4.2 Isolation und Perfusion der Arteriolen

Die narkotisierten Mause wurden durch zervikale Dislokation getttet. Die Nieren
wurden sofort entnommen und entlang der kortikomedullaren Achse geschnitten. Die
Nierenschnitte wurden in 4 °C kaltes, mit Albumin angereichertes Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) (0,1% Albumin) gelegt. Die Praparation der

Arteriolen erfolgte mit speziell geformten Pinzetten unter einem Stereomikroskop mit
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bis zu 250facher VergrofRerung. Zur Lokalisation der Arteriolen orientierten wir uns
an den Glomeruli des &uf3eren Kortex. Nach vorsichtiger Separation der Strukturen
wurde der GefaRbaum der A. interlobularis mit ihrem Ubergang in die afferente
Arteriole dargestellt. Die afferenten Arteriolen wurden am proximalen Ende nahe der
Interlobulararterie abgetrennt. Die efferenten Arteriolen wurden in der gleichen Weise
prapariert. Sie wurden vor ihrer Aufzweigung in die Kapillaren abgeschnitten. Die
Arteriolen mit intakten Glomerulus wurden in eine thermoregulierte Kammer
(Volumen 1,5 ml, VETEC, Deutschland) auf einem invertierten Mikroskop
(AXIOVERT 100, Carl Zeiss, Deutschland) transferiert. Die Kammer war auf einem
justierbaren Mikroskoptisch befestigt. Zur Herstellung der Pipetten fur die Perfusion
wurden Glasrohrchen (Drummond Scientific Company, USA) verwendet. Der
Durchmesser der Perfusionspipetten betrug 5 um, die Offnung der Haltepipetten
betrug nach Bearbeitung an der Spitze 26 um. Das proximale Ende der afferenten
Arteriole bzw. das distale Ende der efferenten Arteriole wurde in die Haltepipette
gebracht und die Perfusionspipette in das Lumen der Arteriolen vorgeschoben. Das
entspricht einer orthograden Perfusion der afferenten Arteriole sowie einer

retrograden Perfusion der efferenten Arteriole (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Orthograd perfundierte afferente Arteriole (AA) mit Glomerulus (links).
Retrograd perfundierte efferente Arteriole (EA) mit Glomerulus (rechts). Jeweils links

im Bild sind Halte- und Perfusionspipette zu sehen.

Die Perfusionspipette war mit einem Druckbehdlter fur die Perfusionslésungen und
einem Manometer verbunden. Zum Austausch der Lésungen befand sich in der
Pipette ein dunner Plastikschlauch. Mit Hilfe von Mikromanipulatoren konnten die
Pipetten in den drei Ebenen bewegt werden. Um einen optimalen (physiologischen)
Perfusionsdruck zu ermitteln, wurden afferente Arteriolen mit steigenden Driicken

perfundiert und das Gefal3lumen gemessen. Ein steigender Druck fuhrte zu einer
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VergroRerung des Durchmessers der Geféal3e. Die Beziehung ist nicht-linear. Die
Gefallweite anderte sich ab einem Druck von 80-100 mmHg im Druckbehalter
weniger stark (Abbildung 2) (221). Dies lasst darauf schlieRen, dass bei diesen
Dricken eine myogene Antwort einsetzt und das Gefald nicht mehr nur passiv
reagiert. Bei isolierten Gefal3en ist diese myogene Antwort unvollstandig. Gefalie
verringern nicht ihren Durchmesser, erhohen aber den Tonus aktiv. Diese aktive
Komponente als auch die Zunahme der Dehnungswiderstande (passiv) tragen zur
Abflachung der Kurve bei. Unter Verwendung von Kalziumantagonisten wurde
gezeigt, dass ein Teil der Druckantwort kalziumabhangig ist (222). Der Druckbereich
der Abflachung der Kurve wurde als ein physiologischer Druckbereich der afferenten
Arteriole interpretiert (221). Fur die Perfusion der afferenten Arteriole wurde ein

konstanter Druck von 100 mmHg im Druckbehélter gewabhit.
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Abbildung 2: Druck-Durchmesser-Kurve einer reprasentativen afferenten Arteriole

bei schrittweiser Erhéhung und bei Senkung des Perfusionsdruckes (221).

Die efferenten Arteriolen wurden mit einem Druck von circa 40 mmHg perfundiert.
Der niedrigere Wert resultiert aus der weitaus geringeren Wanddicke und fehlenden
myogenen Antwort und orientiert sich an der Literatur (223).

Die Perfusionsrate des Versuchsaufbaus wurde mittels einer radioaktiv markierten
Perfusionslosung ermittelt (221). Die Flussrate betrug bei einem Versuchsaufbau,
der aus einer perfundierten Perfusionspipette mit einem Durchmesser von 5 pm

bestand, circa 50 nl/min (224). Die Messungen wurden aus Grinden der besseren
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Wiederholbarkeit ohne Arteriole und ohne Glomerulus durchgefiihrt. Da der luminale
Durchmesser der afferenten und efferenten Arteriole grof3er als 5 pm und der
Widerstand der glomerularen Kapillaren vergleichsweise gering ist, kann diese
Messung als Schatzung des tatsachlichen Flusses wahrend des hier verwendeten
Versuchsaufbaus dienen (221). Die Perfusionsrate von 50 nl/min stimmt mit der
Filtrationsrate fur einzelne Nephrone (10nl/min) gut Gberein (224;225).

Bei erfolgreicher Perfusion wurde die Arteriole schrittweise auf 37 °C erwarmt. Die
Adaptationszeit nach der Erwarmung betrug 20 Minuten. Die funktionelle Integritat
der afferenten Arteriole konnte durch eine ausgepréagte, kurzfristige Vasokonstriktion
mit vollstandigem Verschluss des Gefalies nach einer Druckerh6hung sowie nach
Applikation von kaliumhaltiger Losung (100 mmol/l) nachgewiesen werden. Nach
Applikation der Kaliumlésung folgte eine zehnminltige Adaptationsperiode. Da
efferente Arteriolen nach Gabe von Kaliumlésung keine Depolarisation zeigen,
beurteilten wir deren Integritdt anhand von Parametern wie die Struktur der
GefalBwand und erhaltenem Gefal3tonus. Hypoxische und GefaRe ohne basalen
Tonus sowie anderweitig geschadigte GefalRe wurden nicht verwendet und der
Versuch wurde abgebrochen. Der Versuch wurde auch abgebrochen, wenn eine
Perfusion der Arteriolen innerhalb von 120 Minuten nach Totung der Maus nicht

gelang.

4.3 Kontraktionsmessungen der Arteriolen

Die luminalen Durchmesser wurden zur Bestimmung der Effekte vasoaktiver
Substanzen gemessen. Kontraktionsmessungen wurden auf super video home
system (SVHS) Videobéander (Video Recorder AG MD 830, Panasonic, Japan) bzw.
auf CD (DVD-RHDD Videorecorder JVC DR-MH50S, Victor Company of Japan)
aufgezeichnet. Die endgultige VergréRerung wurde durch ein Objektiv (x40, Carl
Zeiss, Deutschland) und Projektion x1 auf eine 0,3" Chip Digitalkamera (VCAM
110-1, Phytec Technology Holding AG, Deutschland) erzielt. Die Videosequenzen
wurden durch Verwendung einer Bilddigitalisierungskarte (Frame grabber card pci
Grabber-4 plus, Phytec Techonolgy Holding AG, Deutschland) digitalisiert. Die
Messung des Gefalidurchmessers erfolgte mit einen eigens daflr hergestellten
Programm  (von  Dr. H.  Siegmund, Institut  fur  Neurophysiologie,
Charité-Universitdtsmedizin Berlin, Berlin, Deutschland). Die Auflésung betrug

0,2um/Pixel. Der luminale Ausgangsdurchmesser der Gefal3e wurde am Ende der
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Adaptationsperiode bzw. am Ende der Vorbehandlungsperiode bestimmt. Die
Vorbehandlungsperioden  hatten eine  Dauer von 10 Minuten, die
Behandlungsperioden hatten jeweils eine Dauer von 2 Minuten. Die luminalen
Durchmesser der Arteriolen befanden sich in den letzten 10 Sekunden dieser Vor-
und Behandlungsperioden im steady state. Dieser Zeitbereich wurde fiir die Messung
verwendet. Entlang der GefalRe sahen wir keine systematischen Unterschiede der
arteriolaren Antwort auf Wirkstoffapplikation. Fir die Messung wurde der
GefalRabschnitt mit der starksten Kontraktion verwendet. Eine Arteriole wurde jeweils

nur fur ein Protokoll verwendet.

4.4 Protokolle

4.4.1 Afferente Arteriolen

Serie 1

In dieser Serie wurde die kumulative Dosis-Wirkungskurve der afferenten Arteriolen
der WT (n=10) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=10) fur ET-1 mit
Konzentrationen von 10™*2 bis 10" mol/l ermittelt.

Serie 2

Zur weiteren Untersuchung der differentiellen Funktion von ETa-Rezeptoren und
ETs-Rezeptoren wurden afferente Arteriolen mit BQ-123 (10° mol/l, in der
Badl6sung, 10 Minuten) vorbehandelt. BQ-123 ist ein selektiver Blocker des ETa-R.
Danach wurde eine kumulative ET-1-Dosis-Wirkungskurve mit Konzentrationen von
10™*2 mol/l bis 10® mol/l unter Zugabe von BQ-123 (10° mol/l) fir die afferenten
Arteriolen der WT (n=8) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=8) angefertigt.
Serie 3

Es wurde eine kumulative Dosis-Wirkungskurve fiir den selektiven ETg-R-Agonisten
ALA-ET-1 mit Konzentrationen von 102 bis 10° mol/l fir afferente Arteriolen der WT
(n=7) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=6) erstellt.

Serie 4

Mit dem gebrduchlicherem, selektiven ETg-R-Agonisten IRL-1620 wurde eine
kumulative Dosis-Wirkungskurve mit Konzentrationen von 1072 bis 10° mol/l fir
afferente Arteriolen der WT (n=4) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=3)

erstellt.
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Serie 5

Durch Vorbehandlung mit dem nicht NO-Synthase-Inhibitor L-NAME (10™ mol/l, in
der Badlésung, 10 Minuten) wurde ein potentieller NO-vermittelter dilatativer Effekt
von ET-1 aufgehoben. Nach der Vorbehandlung wurde eine kumulative
ET-1-Dosis-Wirkungskurve mit Konzentrationen von 10™? mol/l bis 107 mol/l unter
Zugabe von L-NAME (10™ mol/l) firr die afferenten Arteriolen der WT (n=6) und der
rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=7) angefertigt.

4.4.2 Efferente Arteriolen

Serie 1

In dieser Serie wurde die kumulative ET-1-Dosis-Wirkungskurve der efferenten
Arteriolen der WT (n=10) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=14) flr
Konzentrationen von 10™*2 bis 10”7 mol/l ermittelt.

Serie 2

Zur weiteren Untersuchung der differentiellen Funktion von ETa- und
ETs-Rezeptoren wurde die efferente Arteriole mit BQ-123 (10° mol/l, in der
Badlésung, 10 Minuten) vorbehandelt. Danach wurde eine kumulative
ET-1-Dosis-Wirkungskurve mit Konzentrationen von 10™*% mol/l bis 10® mol/l unter
Zugabe von BQ-123 (10° mol/l) fiir die efferenten Arteriolen der WT (n=6) und die
efferenten Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=6) angefertigt.

Serie 3

Es wurde eine kumulative Dosis-Wirkungskurve fir den selektiven ETg-R-Agonisten
ALA-ET-1 mit Konzentrationen von 102 bis 10° moll/l fiir efferente Arteriolen der WT
(n=6) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=6) erstellt.

Serie 4

Mit dem gebrduchlicherem, selektiven ETg-R-Agonisten IRL-1620 wurde eine
kumulative Dosis-Wirkungskurve mit Konzentrationen von 1072 bis 10° mol/l fir
efferente Arteriolen der WT (n=5) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=5)
erstellt.

Serie 5

Durch Vorbehandlung mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NAME (10™*mol/l, 10 Minuten
in der Badlosung) wurde ein potentieller NO-vermittelter dilatativer Effekt von ET-1
aufgehoben. Nach der Vorbehandlung wurde eine kumulative

ET-1-Dosis-Wirkungskurve mit Konzentrationen von 10 mol/l bis 10" mol/l unter
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Zugabe von L-NAME (10 mol/l) fiir die efferenten Arteriolen der WT (n=8) und der

rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=10) angefertigt.

45 Substanzen und Gerate

Die physiologische Kochsalzlosung (PSS) bestand aus 115 mM NaCl, 25 mM
NaHCOj3;, 2,5 mM K;HPO,, 1,3 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO, und 5,5 mM Glucose. Als
0,1%

Serumalbumin, als Perfusionsldsung mit 1% bovinem Serumalbumin, versetzt. Fur

Badlésung war diese physiologische Kochsalzlosung mit bovinem
die Praparation der Arteriolen aus den Nierenschnitten wurde mit 0,1% bovinem
Serumalbumin versetztes Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) verwendet.
Dem DMEM (1000ml) wurden 100 mg Streptomycin und 100 000 Einheiten Penicillin
beigemischt. Die Kaliumlésung bestand aus 100 mM Kaliumchlorid. Alle Lésungen
wurden mit Carbogen (5 % CO, und 95% O,) aquilibriert. Nach Zugabe von bovinem
Serumalbumin wurde der pH auf 7,40 eingestellt.

Substanzen Hersteller

Dulbecco’s modified eagle’s medium,

IRL-1620 Sigma-Aldrich, Deutschland
Streptomycin, Penicillin, ET-1, BQ-123,
L-NAME Alexis Biochemicals, Deutschland

[Ala**1*1°]-Endothelin-1 (ALA-ET-1),

Bovines Serumalbumin (BSA)

Gebrauchsgegenstande
Pinzetten Nr. 5

Glasrohrchen

Gerat

Perfusionssystem

Videorecorder Panasonic AG MD 830
Videorecorder DVD JVC DR-MH50S
0,3 " Chip Digitalkamera VCAM 110-1

SERVA Electrophoresis, Deutschland

Hersteller
Dumont, Schweiz

Drummond Scientific Company, USA

Hersteller
Luigs & Neumann, Deutschland
Panasonic, Japan

Victor Company of Japan, Japan
Phytec Technology

Holding AG,

Deutschland
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Gerat
Invertiertes Mikroskop AXIOVERT 100

Thermoregulierte Kammer 1,5 ml

Methoden

Hersteller
Carl Zeiss, Deutschland
VETEC, Deutschland

Software Hersteller

Software von Dr. H. Siegmund Institut fur Neurophysiologie,
Charité-Universitatsmedizin Berlin,
Deutschland

SAS System fur Statistik SAS Institute Inc., USA

Frame grabber card pci Grabber-4plus Phytec Technology Holding AG,
Deutschland

SPSS SPSS Inc., an IBM Company
Headquarters, 233 S. Wacker Drive,
Chicago, lllinois 60606

4.6 Statistik

In allen Serien wurde der luminale Durchmesser der Arteriolen gemessen. 5 Werte
der letzten 10 Sekunden einer jeden Kontroll- und Behandlungsperiode wurden fur
die statistische Analyse des steady state’s gemittelt. Der Brunner-Test (Brunner &
Langer 1999) fur die nicht-parametrische Analyse longitudinaler Daten wurde zum
Vergleich der dosis- oder zeitabhangigen Anderungen der Durchmesser (ANOVA)
sowie zum Vergleich der Verlaufe der Durchmesser zwischen zwei Gruppen
verwendet. Bei Signifikanz des Brunner-Tests wurde der Mann-Whitney-U-Test
(post-hoc) durchgefuhrt. Der Mann-Whitney-U-Test diente auch dem Vergleich der
Ausgangsdurchmesser der verschiedenen Gruppen. Die Daten sind als Mittelwerte
mit den Standardabweichungen der Mittelwerte (SEM) dargestellt. Fur alle

statistischen Tests ist die Irrtumswahrscheinlichkeit mit 5% festgelegt (p=0,05).

Die ,Grundsatze der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® wurden

beachtet.
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5 Ergebnisse

5.1 Kontraktionsmessungen an afferenten Arteriolen

5.1.1 ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurven

ET-1 (in Konzentrationen von 10%? bis 107 mol/l) verringerte die luminalen
Durchmesser der afferenten Arteriolen dosisabhangig. Bei einer ET-1-Konzentration
von 107 mol/l betrug der Durchmesser der afferenten Arteriolen der WT (n=10)
17,946,21% und der Durchmesser der afferenten  Arteriolen  der
rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=10) 19,26 + 5,26% des Ausgangswertes
(Abbildung 3 A und B).
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Abbildung 3: ET-1-Dosis-Wirkungunskurve (102107 mol/l) der afferenten
Arteriolen der Wildtypen (WT, n=10) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause
(n=10). A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser,

con=Ausgangsdurchmesser.
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Hauptbefunde: Kumulative ET-1-Applikation verringerte die luminalen Durchmesser
dosisabhangig und &hnlich stark in afferenten Arteriolen der WT und der
rescued-ETg-R-defizienten Méause.

5.1.2 Einfluss der ETa-R-Inhibition auf die ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurve

Die selektive Inhibition des ETa-R mit BQ-123 ermdglichte es, die Funktion des
ETs-R bei der ET-1 induzierten vaskularen Antwort zu bewerten.

Vorbehandlung mit dem selektiven ETa-R-Antagonisten BQ-123 (10° mol/l, 10 min in
der Badlosung) anderte den Ausgangsdurchmesser der afferenten Arteriolen nicht
signifikant. Er betrug bei den WT 10,26 + 0,73 pm ohne und 10,12 + 0,97 pm mit
BQ-123-Vorbehandlung und bei den afferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten Méause 9,59 = 0,78 um ohne und 9,87 = 0,71 pm mit
BQ-123-Vorbehandlung (Abbildung 4 A und B und 5 A und B).
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Abbildung 4: BQ-123 Wirkung in afferenten Arteriolen der Wildtypen (n=8). A:
Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con=

Ausgangsdurchmesser.
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Abblidung 5: BQ-123-Wirkung in afferenten Arteriolen der
rescued-ETg R-defizienten  Mause (n=8). A: Prozentuale Werte der

Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con= Ausgangsdurchmesser.

Unter selektiver ETa-R-Blockade zeigte sich keine signifikante Verédnderung der
luminalen Ausgangsdurchmesser bei kumulativer ET-1-Applikation (102-10® mol/l).
Bei einer ET-1-Konzentration von 10 mol/l betrug der Durchmesser der afferenten
Arteriolen der WT (n=8) 100,58 + 3,84% und der rescued-ETg-R-defizienten Mause
(n=8) 99,13 + 1,53% des Ausgangsdurchmessers. Die Kurven der WT und der
rescued-ETg-R-defizienten Mause unterscheiden sich nicht signifikant (Abbildung 6 A
und B).
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Abbildung 6: ET-1-Dosis-Wirkungunskurve (10%-10® mol/l) in afferenten Arteriolen
der Wildtypen (WT, n=8) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=8) wahrend
selektiver ETa-R-Blockade mit BQ-123. A: Prozentuale Werte der

Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con=Ausgangsdurchmesser.

Hauptbefunde: Selektive ETa-R-Blockade veranderte den basalen
Ausgangsdurchmesser in  afferenten  Arteriolen der WT und der
rescued-ETg-R-defizienten Mause nicht signifikant. Selektive ETa-R-Blockade hebte
den vasokonstriktorischen ET-1-Effekt in afferenten Arteriolen der WT und der
rescued-ETg-R-defizienten M&use auf.

5.1.3 Wirkung der ETg-R-Agonisten ALA-ET-1 und IRL-1620

Zur weiteren Untersuchung der ETg-R-vermittelten ET-1-Wirkung erstellten wir
kumulative  Dosis-Wirkungs-Kurven  fir den  ETg-R-Agonisten  ALA-ET-1
(10*2-10°mol/l). Die Ausgangsdurchmesser der afferenten Arteriolen der WT und der
rescued-ETg-R-defizienten Mause anderten sich unter kumulativer
ALA-ET-1-Applikation nicht signifikant: Bei einer ALA-ET-1-Konzentration von
10°mol/l betrug der Durchmesser der WT (n=7) 101,35 + 0,84% und der

Durchmesser der rescued-ETg-R-defizienten Mausen (n=6) 101,41 + 0,57% des
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Ausgangsdurchmessers. Die Kurven der WT und der rescued-ETg-R-defizienten

Méause unterscheiden sich nicht signifikant (Abbildung 7 A und B).
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Abbildung 7: ALA-ET-1-Dosis-Wirkungunskurve (10%%-10° mol/l) in afferenten
Arteriolen der Wildtypen (WT, n=7) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=6).
A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser,

con=Ausgangsdurchmesser.

Zur weiteren Untersuchung der ETg-R-vermittelten ET-1-Wirkung erstellten wir
kumulative Dosis-Wirkungs-Kurven fur den selektiven ETg-R-Agonisten IRL-1620
(102-10° mol/l). Die Ausgangsdurchmesser der afferenten Arteriolen der WT und
der rescued-ETg-R-defizienten Mause &nderten sich unter kumulativer
IRL-1620-Applikation nicht signifikant: Bei einer IRL-1620 Konzentration von 10°mol/l
betrug der Durchmesser der WT (n=4) 99,79 * 5,99% und der Durchmesser der
rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=3) 104,97 + 3,33% des
Ausgangsdurchmessers. Die Kurven der WT und der rescued-ETg-R-defizienten
Mé&use unterscheiden sich nicht signifikant (Abbildung 8 A und B).
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Abbildung 8: IRL-1620-Dosis-Wirkungunskurve (10%-10° mol/l) in afferenten
Arteriolen der Wildtypen (WT, n=4) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=3).
A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser,

con=Ausgangsdurchmesser.

Hauptbefunde: Kumulative ETg-R-Stimulation fiihrte zu keiner Anderung der
luminalen Durchmesser der afferenten Arteriolen der WT und der

rescued-ETg-R-defizienten Mause.
5.1.4 Einfluss der NOS-Inhibition auf die ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurve

Um den Einfluss des NO-Systems auf die ET-1 vermittelte vaskulare Antwort zu
ermitteln, blockierten wir die NOS mit L-NAME. Eine Vorbehandlung mit L-NAME
(10* mol/l, 10 min in der Badlésung) veranderte die Lumina nicht signifikant. Vor
L-NAME-Behandlung betrug der Ausgangsdurchmesser der WT 10,49 + 0,29 pum
und der rescued-ETg-R-defizienten Mause 9,99 <+ 0,77 pupm, nach
L-NAME-Behandlung betrug der Ausgangsdurchmesser der WT 10,34 + 0,15 pum
und der rescued-ETg-R-defizienten Mause 10,32 + 0,84 um (Abbildung 9 A und B
und 10 A und B).
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Abbildung 9: L-NAME Wirkung in afferenten Arteriolen der WT (n=6). A:
Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con=

Ausgangsdurchmesser.
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Abbildung 10: L-NAME Wirkung in afferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten  Mause (n=7). A: Prozentuale Werte der

Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con= Ausgangsdurchmesser.
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NOS-Blockade hatte keinen signifikanten Einfluss auf die
ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurve der WT. Der luminale Durchmesser der afferenten
Arteriolen mit L-NAME-Behandlung (n=6) betrug bei einer ET-1-Konzentration von
10" mol/l 7,13 + 5,72% und der WT ohne L-NAME-Behandlung (n=10) 17,9 + 6,21%
des Ausgangswertes (Abbildung 11 A und B).
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Abbildung 11: L-NAME Effekt auf die ET-1-Dosis-Wirkungskurve (10™*2-10" mol/l) in
afferenten Arteriolen der Wildtypen (WT, ohne L-NAME (n=10), mit L-NAME (n=6)) .
A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser,
con=Ausgangsdurchmesser.

Die ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurve der rescued-ETg-R-defizienten Mause wurde durch
NOS-Blockade nicht signifikant verandert. Die afferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten Mause kontrahierten auch wahrend NOS-Blockade
dosisabhangig auf ET-1-Applikation. Der luminale Durchmesser betrug bei einer
ET-1-Konzentration von 10" mol/l unter NOS-Blockade (n=7) 1,17 + 0,72% und ohne
NOS-Blockade (n=10) 19,26 + 5,26% des Ausgangswertes (Abbildung 12 A und B).
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Abbildung 12: L-NAME-Effekt auf die ET-1-Dosis-Wirkungskurve (10210 mol/l) in
afferenten Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Mause (ohne L-NAME (n=10),
mit L-NAME (n=7)). A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute

Durchmesser, con=Ausgangsdurchmesser.
Die afferenten Arteriolen der WT (n=6) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause

(n=7) zeigten unter NOS-Blockade ahnliche Kontraktionen auf kumulative
ET-1-Applikation (Abbildung 13 A und B).
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Abbildung 13: L-NAME Effekt auf die ET-1-Dosis-Wirkungskurve (10*2-107 mol/l) in
afferenten Arteriolen der Wildtypen (WT, n=6) und in afferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten  Mause (n=7) A: Prozentuale Werte der

Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con=Ausgangsdurchmesser.

Hauptbefunde: Der basale Durchmesser anderte sich bei L-NAME-Applikation nicht.
NOS-Blockade anderte die arteriolare Antwort der afferenten Arteriolen der WT und

der rescued-ETg-R-defizienten Mause auf ET-1-Applikation nicht signifikant.

5.2 Kontraktionsmessungen an efferenten Arteriolen

5.2.1 ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurven

ET-1 (in Konzentrationen von 10™*? bis 107 mol/l) verringerte den luminalen
Durchmesser der efferenten Arteriolen dosisabhangig. Bei einer ET-1-Konzentration
von 107 mol/l war der Durchmesser der efferenten Arteriolen der WT (n=10) auf
52,51 + 4,79% und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=14) auf 62,54 + 8,21%
des Ausgangswertes reduziert. Die ET-1 vermittelte Kontraktion war in efferenten
Arteriolen der WT signifikant starker als in efferenten Arteriolen der
rescued-ETs-R-defizienten Mé&use. Bei einer ET-1-Konzentration von 10° molll
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betrug der luminale Durchmesser der WT 93,58 + 5,14% und der Durchmesser der
rescued-ETg-R-defizienten Mause 79,71 + 5,14% des Ausgangsdurchmessers
(Mann-Whitney-U-Test, p<0,05) (Abbildung 14 A und B).
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Abbildung 14: ET-1-Dosis-Wirkungunskurve (10*2-107 mol/l) in efferenten
Arteriolen der Wildtypen (WT, n=10) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause
(n=14). A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser,

con=Ausgangsdurchmesser, * p<0,05.

Hauptbefunde: Kumulative ET-1-Applikation fuhrte Zu einer
konzentrationsabhangigen Konstriktion in efferenten Arteriolen der WT und der
rescued-ETg-R-defizienten Mause. Diese Konstriktion war in den efferenten
Arteriolen der WT signifikant starker als in den efferenten Arteriolen der

rescued-ETg-R-defizienten Mause.
5.2.2 Einfluss der ETa-R-Inhibition auf die ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurve

Die selektive Inhibition des ETa-R mit BQ-123 ermdglichte es, die Funktion des
ETs-R bei der ET-1 induzierten vaskularen Antwort zu betrachten. Vorbehandlung
mit dem selektiven ETa-R-Antagonisten BQ-123 (10° mol/l, 10 min in der Badldsung)
anderte den Ausgangsdurchmesser der efferenten Arteriolen nicht signifikant. Er
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betrug bei den WT 6,23 £ 0,58 pum ohne und 6,52 = 0,63 pm mit
BQ-123-Vorbehandlung und bei den rescued-ETg-R-defizienten Mause 6,86+0,18um
ohne und 6,66 + 0,16 um mit BQ-123 Vorbehandlung (Abbildung 15 A und B und
16A und B).
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Abbildung 15: BQ-123 Wirkung in efferenten Arteriolen der Wildtypen (n=6). A:
Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con=

Ausgangsdurchmesser.
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Abbildung 16: BQ-123 Wirkung in efferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten  Mause (n=6). A: Prozentuale Werte der

Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con= Ausgangsdurchmesser.

Unter selektiver ETa-R-Blockade zeigten nur die efferenten Arteriolen der WT (n=6)
eine signifikante Kontraktion auf ET-1 (Abbildung 17). Der luminale Durchmesser
betrug 73,23 £ 8,52% des Ausgangsdurchmessers bei einer ET-1-Konzentration von
10® mol/l. Die efferenten Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=6)
zeigten wahrend ETa-R-Blockade keine signifikante Reaktion auf kumulative
ET-1-Applikation. Der luminale Durchmesser betrug bei einer ET-1-Konzentration
von 10® molll 101.98 + 0,62% des Ausgangsdurchmessers. Beide Kurven
unterscheiden sich signifikant. Bei einer ET-1-Dosis von 10™° mol/l (luminaler
Durchmesser der WT 97,7 + 1,9% und der rescued-ETg-R-defizienten Mause
101,12+ 0,48% der jeweiligen Ausgangsdurchmesser), bei einer ET-1-Dosis von
10°mol/l  (luminaler Durchmesser der WT 86,29 + 8,77% und der
rescued-ETg-R-defizienten Mause 101,56 + 045% der jeweiligen
Ausgangsdurchmesser) und bei einer ET-1-Konzentration von 10® mol/l (luminaler

Durchmesser der WT 73,23 + 8,5% und der rescued-ETg-R-defizienten Mause
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101,98 + 0,62% der jeweiligen Ausgangsdurchmesser) unterscheiden sich die
Kurven signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05) (Abbildung 17 A und B).
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Abbildung 17: ET-1-Dosis-Wirkungunskurve (10%%-10® mol/l) in efferenten
Arteriolen der Wildtypen (WT, n=6) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=6)
wahrend selektiver ETa-R-Inhibtion mit BQ-123. A: Prozentuale Werte der
Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con=Ausgangsdurchmesser,
*p<0,05.

Hauptbefunde: Selektive ETa-R-Blockade verédnderte den basal arteriolaren
Durchmesser der efferenten Arteriolen nicht. Wahrend selektiver ETa-R-Blockade
war die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion in den efferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten Méause vollstandig aufgehoben und in den efferenten

Arteriolen der WT reduziert.
5.2.3 Wirkung der ETg-R-Agonisten ALA-ET-1 und IRL-1620

Zur weiteren Untersuchung der ETg-R-vermittelten ET-1-Wirkung erstellten wir
kumulative Dosis-Wirkungs-Kurven fur den spezifischen ETg-R-Agonisten ALA-ET-1
(10*2-10° mol/l). Efferente Arteriolen der WT (n=6) kontrahierten auf
ALA-ET-1-Applikation. Die maximale Kontraktion zeigte sich bei einer
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ALA-ET-1-Dosis von 10 mol/l. Bei dieser Dosis betrug der luminale Durchmesser
der WT 78,62 £ 9,24% des Ausgangsdurchmessers. Die efferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=6) reagierten nicht signifikant auf kumulative
ALA-ET-1-Applikation. Hier betrug der Iluminale Durchmesser bei einer
ALA-ET-1-Dosis von 10° mol/l 102,24 + 1,33% des Ausgangsdurchmessers und
unterschied sich nicht signifikant vom Ausgangswert (Abbildung 18 A und B).
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Abbildung 18: ALA-ET-1-Dosis-Wirkungunskurve (10*2-10° mol/l) in efferenten
Arteriolen der Wildtypen (WT, n=6) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=6).
A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser,

con=Ausgangsdurchmesser, * p<0,05.

Zur weiteren Untersuchung der ETg-R vermittelten ET-1-Wirkung erstellten wir
kumulative Dosis-Wirkungs-Kurven fur den selektiven ETg-R-Agonisten IRL-1620
(10*2-10° mol/l). Efferente Arteriolen der WT (n=5) kontrahierten auf
IRL-1620-Applikation. Die maximale Kontraktion zeigte sich bei einer IRL-1620-Dosis
von 10® mol/l. Bei dieser Dosis betrug der luminale Durchmesser der WT
77,13+8,34% des Ausgangsdurchmessers. Die efferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=5) reagierten nicht signifikant auf kumulative

IRL-1620-Applikation. Hier betrug der Iuminale Durchmesser bei einer
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IRL-1620-Dosis von 10° mol/l 101,8+5,7% des Ausgangsdurchmessers und
unterschied sich nicht signifikant vom Ausgangswert (Abbildung 19 A und B).
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Abbildung 19: IRL-1620-Dosis-Wirkungunskurve (102-10° mol/l) in efferenten
Arteriolen der Wildtypen (WT, n=5) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause (n=5).
A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser,

con=Ausgangsdurchmesser, * p<0,05.

Hauptbefunde: Kumulative ETg-R-Aktivierung fiihrte zu einer Vasokonstriktion in
efferenten Arteriolen der WT. Efferente Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten

Mause reagierten nicht signifikant auf kumulative ETg-R-Aktivierung.
5.2.4 Einfluss der NOS-Inhibition auf die ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurve

Um den Einfluss des NO-Systems auf die ET-1 vermittelte vaskulare Antwort zu
ermitteln, blockierten wir die NOS mit L-NAME. In den efferenten Arteriolen der WT
filhrte eine Vorbehandlung mit L-NAME (10™* mol/l, 10 min in der Badlésung) zu einer
signifikanten Reduktion des Iluminalen Durchmessers von 8,26 + 0,5 pm auf
7,23+0,69 um (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05) (Abbildung 20 A und B).
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Abbildung 20: L-NAME Wirkung in efferenten Arteriolen der WT (n=8). A:
Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con=

Ausgangsdurchmesser, * p<0,05.

L-NAME-Vorbehandlung der efferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten-Mause (10 mol/l, 10 min in der Badldésung) veranderte
den luminalen Durchmesser nicht signifikant: Er betrug 7,48 + 0,82 um vor und
7,02+0,82 um nach L-NAME-Behandlung (Abbildung 21 A und B).
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Abbildung 21: L-NAME  Wirkung in efferenten Arteriolen der
rescued-ETg R-defizienten  Mause (n=10). A: Prozentuale Werte der

Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con= Ausgangsdurchmesser.

NOS-Blockade fiihrte zu einer Verstarkung der vasokonstriktorischen ET-1-Antwort in
den efferenten Arteriolen der WT. Der luminale Durchmesser der efferenten
Arteriolen der WT unter L-NAME-Behandlung (n=8) betrug bei einer
ET-1-Konzentration von 107 mol/l 18,01 + 7,88% des Ausgangsdurchmessers und
der efferenten Arteriolen ohne L-NAME-Behandlung (n=10) 52,51 + 4,79% des
Ausgangsdurchmessers.  Beide  Kurven  unterscheiden  sich  signifikant
(Mann-Whitney-U-Test, p<0,05) (Abbildung 22 A und B).
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Abbildung 22: L-NAME-Effekt auf die ET-1-Dosis-Wirkungskurve (10210 mol/l) in
efferenten Arteriolen der Wildtypen (WT, ohne L-NAME (n=10), mit L-NAME (n=8)) .
A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser,

con=Ausgangsdurchmesser, * p<0,05.

NOS-Inhibtion verstarkte die ET-1 induzierte Vasokonstriktion in den efferenten
Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Mause. Der luminale Durchmesser der
efferenten Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Méause unter
L-NAME-Behandlung (n=10) betrug bei einer ET-1-Konzentration von 10° mol/l
90,23 * 5,59%, bei einer ET-1-Konzentration von 10°® mol/l 43,57 + 8,93% und bei
einer ET-1-Konzentration von 10 mol/l 33,96 + 6,52% des Ausgangsdurchmessers.
Im Vergleich dazu: Die luminalen Durchmesser der efferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten Mause ohne L-NAME-Behandlung (n=14) betrugen bei
einer ET-1-Konzentration von 10™° mol/l 93,24 + 3,06%, bei einer ET-1-Konzentration
von 10® mol/l 73,45 + 6,92% und bei einer ET-1-Konzentration von 107 mol/l
62,54+8,21% des Ausgangsdurchmessers (Mann-Whitney-U-Test, p<0,05)
(Abbildung 23 A und B).
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Abbildung 23: L-NAME-Effekt auf die ET-1-Dosis-Wirkungskurve (10210 mol/l) in
efferenten Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Mause (ohne L-NAME (n=14),
mit L-NAME (n=10)). A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute
Durchmesser, con=Ausgangsdurchmesser, * p<0,05.

Die efferenten Arteriolen der WT (n=8) und der rescued-ETg-R-defizienten Mause

(n=10) =zeigten unter NOS-Blockade &hnliche Kontraktionen auf kumulative
ET-1-Applikation (Abbildung 24 A und B).
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Abbildung 24: L-NAME-Effekt auf die ET-1-Dosis-Wirkungskurve (10210 mol/l) in
efferenten Arteriolen der Wildtypen (WT mit L-NAME (n=8)) und in efferenten
Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Mause (rescued-ETg-R-defizienten Mause
mit L-NAME (n=10)). A: Prozentuale Werte der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute

Durchmesser, con=Ausgangsdurchmesser.

Hauptbefunde: Blockade der NOS reduzierte den basalen Durchmesser der
efferenten Arteriolen der WT. Wahrend NOS-Blockade war die vasokonstriktorische
Antwort auf kumulative ET-1-Applikation in efferenten Arteriolen der WT und der
rescued-ETg-R-defizienten Mause signifikant starker.

5.3 Vergleich der ET-1-Antwort in afferenten und efferenten Arteriolen

Afferente Arteriolen der WT kontrahierten signifikant starker auf kumulative
ET-1-Gabe (102107 mol/l) als efferente Arteriolen der WT. Bei einer ET-1-Dosis
von 10® mol/l betrug der luminale Durchmesser der afferenten Arteriolen 34,1+4,55%
und der Durchmesser der efferenten Arteriolen 60,62 * 6,92% des
Ausgangsdurchmessers. Bei einer ET-1-Konzentration von 107 mol/l betrug der

luminale Durchmesser der afferenten Arteriolen 17,9 + 6,21% und der Durchmesser
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der efferenten Arteriolen 5251 + 8,21% des Ausgangsdurchmesses
(Mann-Whitney-U-Test, p<0,05) (Abbildung 25 A und B).
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Abbildung 25: ET-1-Dosis-Wirkungskurve (10*2-107 mol/l) in afferenten Arteriolen
(n=10) und in efferenten Arteriolen der Wildtypen (WT, n=10). A: Prozentuale Werte

der Ausgangsdurchmesser, B: Absolute Durchmesser, con=Ausgangsdurchmesser,
*p<0,05.

Hauptaussage: Auf kumulative ET-1-Applikation kontrahierten afferente Arteriolen
starker als efferente Arteriolen der WT.
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6 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte die differentielle Beteiligung der
Endothelin-Rezeptortypen an der ET-1-Wirkung auf die isoliert perfundierten
afferenten und efferenten Arteriolen der Maus. Unter Verwendung des
rescued-ETg-R-defizienten Mausemodells zeigten wir, dass a) in den afferenten
Arteriolen ET-1-Applikation zu einer Vasokonstriktion durch Aktivierung des ETa-R
fuhrt, wahrend ETg-R-Aktivierung keinen Effekt hat, b) in den efferenten Arteriolen
sowohl ETa-R-Aktivierung als auch ETg-R-Aktivierung eine Vasokonstriktion
vermitteln und c) in den efferenten Arteriolen eine ETg-R vermittelte Vasodilatation
zur Aufrechterhaltung des basalen Tonus beitragt. Die Ergebnisse deuten aul3erdem
auf einen ET-1 induzierten vasodilatatorischen ETa-R Effekt in den efferenten

Arteriolen hin.

6.1 Methoden

6.1.1 Modell der isoliert perfundierten Arteriolen

In der vorliegenden Studie verwendeten wir in vitro isoliert perfundierte afferente und
efferente Arteriolen des aul3eren Kortex mit zugehérigem Glomerulus und Macula
densa. Die GefalRe wurden mit Haltepipetten fixiert, die afferente Arteriole wurde mit

einer intraluminalen Pipette orthograd, die efferente Arteriole retrograd perfundiert.

Isolations- und Untersuchungstechniken

Die kontraktile Funktion der renalen Arteriolen kann in verschiedenen anderen
Modellen untersucht werden:

Die juxtamedullare Nephronpréperation ermoglicht die videomikroskopische
Betrachtung der afferenten und efferenten Arteriole in situ. Hierbei werden die Nieren
isoliert, longitudinal zweigeteilt, der Grofdteil des Kortex und die Mukosa des
Nierenbeckens werden entfernt, die vendsen Gefal3e werden erdffnet und die
Nephrone werden uber die Arkuataarterien mit Blut oder einer artifiziellen Losung
perfundiert. Andere, wahrend der Praperation ertffnete, grol3ere arterielle GefalRe

werden abgebunden. Die Nierenpapille bleibt intakt. Der Perfusionsdruck kann mit
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einem Drucksystem eingestellt werden. Somit werden juxtamedullare Nephrone einer
Papille sichtbar (221;226). Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass die
Tubulus-Gefal3-Interaktion intakt bleibt (221).

Ein weiteres haufig verwendetes Modell zur Untersuchung glomerularer
GefalRfunktion ist das der isoliert perfundierten hydronephrotischen Niere. Durch
wochenlange unilaterale Ligation des Ureters wird eine Hydronephrose erzeugt. Das
renale tubulare System und die Nierenrinde sind atrophisch, so dass die Nierenrinde
pergamentartig diinn vorliegt. Die hydronephrotische Niere wird entlang der grol3en
Kurvatur geschnitten und in einer Badlbésung gelagert. Die Betrachtung der
Mikrozirkulation mittels Videomikroskopie ist mdglich. Das hydronephrotische
Nierenmodell kann fur Untersuchungen in vivo und in vitro verwendet werden
(221;227). Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass das Gefal3bett inakt ist.
Eine Tubulus-Gefal3-Interaktion ist jedoch nicht vorhanden. Die Niere ist in ihrer
gesamten Anatomie stark verandert (221).

Die Methode der Mikropunktion der glomerularen Kapillaren erlaubt eine indirekte
Beurteilung der Kontraktilitat der Arteriolen in vivo. Dabei werden unter dem
Stereomikroskop Mikropipetten in das glomerulare Kapillarsystem eingefiihrt. Der
hydrostatische Druck wird in den glomerulédren Kapillaren gemessen. Durch direkte
Messung des Druckabfalles entlang der einzelnen afferenten und efferenten Gefale
sowie Schatzungen des Blutflusses in der Arteriole berechnet sich der Widerstand
der einzelnen Arteriole (228) und damit kann man Schlussfolgerungen auf deren
Kontraktilitéat ziehen.

Durch diese kurze Darstellung verschiedener Methoden zur Messung der
kontraktilen Funktion renaler Arteriolen wird die eingeschrankte Vergleichbarkeit der
Versuchsergebnisse deutlich. Bei den dargestellten Methoden kénnen vasoaktive
Substanzen tubularen, interstitiellen oder systemischen Ursprungs auf die afferente
und efferente Arteriole einwirken (221). Dagegen sind diese Einflisse bei isoliert
perfundierten Arteriolen deutlich reduziert (221). Zudem unterscheiden sich die
juxtamedullaren Arteriolen von Arteriolen anderer Nierenabschnitte, zum Beispiel von
superfizialen Arteriolen oder von Arteriolen aus dem mittleren Bereich der Rinde, in
Struktur und Funktion. Der basale luminale Durchmesser der juxtamedullaren
afferenten und efferenten Arteriole ist grol3er als der der superfizialen afferenten und
efferenten Arteriole (221;229). Die superfizialen afferenten Arteriolen kontrahieren

starker als die juxtamedullaren afferenten Arteriolen auf Noradrenalin- und
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Ang-ll-Applikation (221;230), wahrend es in der Ang-ll-Antwort der efferenten
Arteriolen keinen deutlichen Unterschied zwischen den superfizialen und
juxtamedullaren Arteriolen gibt (229). Exogen appliziertes ET-1 vermittelt in der Niere
eine kortikale Vasokonstriktion und eine medullare Vasodilatation (231;232), was die
regionalen Unterschiede der ET-1 Wirkung in der Niere nur noch einmal verdeutlicht.
Sanchez-Ferrer et al. zeigten, dass die myogene Antwort in afferenten Arteriolen in
juxtamedullarer Praperation von einem intaktem tubuloglomerularen-Feedback
abhangig ist (221;233). Im Modell der isoliert perfundierten Arteriolen gibt es keinen
tubuloglomerularen Rickkopplungsmechanismus (221).

In der vorliegenden Arbeit verwendeten wir ausschliel3lich afferente und efferente
Arteriolen der auR3eren Nierenrinde. Wir zogen die Methode der isoliert perfundierten
Arteriolen der Maus als stark reduziertes Modell ohne sytstemischen Einfluss zur

Bearbeitung der Fragestellungen heran.

NaCl-Konzentration an der Macula densa

In der hier verwendeten Methode préperierten wir die afferenten und efferenten
Arteriolen so, dass der zugehdrige Glomerulus und die Macula densa intakt blieben.
Die verwendeten Perfusions- und Badlésungen hatten eine der physiologischen
Plasmakonzentration entsprechende NaCl-Konzentration von 115 mM. Die
physiologische NaCl-Konzentration an der Macula densa liegt zwischen etwa 20 mM
und 60 mM (221;234). Dies bedeutet, dass in der hier verwendeten Methode die
Macula densa einer unphysiologisch hohen NaCl-Konzentration ausgesetzt war
(221). Doppelperfusionsstudien zeigten, dass eine Anderung der NaCl-Konzentration
von 10 mM auf 80 mM zu einer Tonuserh6hung der afferenten Arteriole fiihrte
(221;235). In den prakontrahierten orthograd oder retrograd perfundierten efferenten
Arteriolen fuhrte eine Erh6hung der NaCl-Konzentration von 10 mM auf 80 mM zu
einer Vasodilatation (236;237).

Retrograde versus orthograde Perfusion der efferenten Arteriolen

Die efferenten Arteriolen wurden retrograd perfundiert. Die Einflisse der afferenten
Arteriole und des Glomerulus sind unter Verwendung dieser Technik deutlich
reduziert. Ito et al. untersuchten die efferenten Arteriolen von Kaninchen in
retrograder und orthograder Perfusion. Dabei ergaben sich deutliche Unterschiede.

Wahrend retrograder Perfusion war die Ang-ll-induzierte Vasokonstriktion starker als
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wahrend orthograder Perfusion (223). Auch Patzak et al. zeigten Unterschiede
wahrend retrograder und orthograder Perfusion der efferenten Arteriolen. In
orthograd perfundierten efferenten Arteriolen der Mause war die Ang-lI-Antwort bei
niedrigen Ang-ll-Konzentrationen starker und bei hohen Ang-ll-Konzentrationen

schwacher als in retrograd perfundierten Arteriolen (238).

Perfusionsdruck und Perfusionsrate

Im Unterschied zu Arteriolen in juxtamedullarer Praperation (233) ist bei isoliert
perfundierten Arteriolen die autoregulative Antwort unvollstandig. Ein steigender
Druck fihrte zu einer nicht-linearen VergréRerung des Durchmessers der Gefal3e.
Die GefaRweite anderte sich ab einem Druck von 80-100 mmHg im Druckbehéalter
weniger stark (221). Ein &hnlicher Verlauf wurde an isolierten Rattenarteriolen
beobachtet (221;239). Wir wahlten den Druck fur die Perfusion der afferenten
Arteriole anhand der Druck-Volumen-Kurven. Der Beginn der Abflachung der Kurve
wurde als physiologischer Druckbereich der afferenten Arteriole interpretiert. In
diesem Druckbereich ist das Lumen vollstdndig entfaltet und die afferente Arteriole
weist einen basalen Tonus auf (221). Fur die Perfusion der afferenten Arteriole
wurde ein Druck von circa 100 mmHg im Druckbehalter gewahlt. Die efferenten
Arteriolen wurden mit einem Druck von circa 40 mmHg im Druckbehalter perfundiert.
Der niedrigere Wert resultiert aus der weitaus geringeren Wanddicke und der
fehlenden Autoregulation und orientiert sich an der Literatur (223).

Neben dem Druck beeinflusst auch der Fluss die Gefal3reaktivitat. Die Perfusionsrate
des Systems wurde fiur Dricke im Bereich von 80-100 mmHg und far
Perfusionspipetten mit einem Durchmesser von 5 pum mittels radioaktiv markierter
Loésungen bestimmt (221;240). Sie betrug 50 nl/min (221;240). Dies passt gut zur
physiologischen Filtrationsrate einzelner Nephrone in Mausen, welche 10 nl/min
betragt (221;225). Druck und Perfusionsrate befinden sich demnach in dem in dieser

Studie verwendeten Versuchsaufbau im physiologischen Bereich.
6.1.2 Tiermodell

ETs-R-knockout Mause entwickeln eine kongenitale intestinale Aganglionose (218)
ahnlich dem humanen M. Hirschsprung (219) und versterben kurz nach der Geburt
(218). ETg-R-knockout Ratten haben eine Deletion von 301 Basenpaaren im Bereich

der Exon-1-Intron-1-Junktion des ETg-R-Gens (241). Diese Deletion fuhrt zur
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Produktion einer aberrant gespleidten ETg-R-mRNA (241). In dieser fehlt die
Kodierungssequenz fur die erste und die zweite transmembrane Doméne des
G-Protein gekoppelten Rezeptors (241). Die ETg-R-knockout Tiere verfigen uber
keinen funktionsfahigen ETg-R (241).

Gariepy et al. zlichteten einen Stamm von transgenen Ratten: In die DNA der
ETs-R-knockout Tiere wurde ein Transgen eingefugt, durch welches der ETg-R unter
Kontrolle eines humanen Dopamin-B-Hydroxylase-Promotors ausgebildet wird (220).
Gewebe, welche die Dopamin-B-Hydroxylase exprimieren (dies sind vor allem
Nerven), konnen damit in diesen rescued-ETg-R-defizienten Tieren auch den
funktionsfahigen ETg-R exprimieren. Die Kompensation des fehlenden ETg-R durch
das Transgen fuhrt zu einer normalen intestinalen Entwicklung (220). Die
ausgewachsenen Mause exprimieren keinen funktionsfahigen renal vaskularen
ETs-R (33) .

Die  ETg-R-Expression im  sympathischen  Nervensystem  (220) der
rescued-ETg-R-defizienten Mause kénnte die Ergebnisse dieser Studie beeinflusst
haben. ETg-R der autonomen Nerven konnten Kontraktionen der vaskuléaren glatten
Muskelzelle induzieren (242). Eine andere Studie zeigte, dass ETg-R-Hemmung die
Noradrenalin-Freisetzung im Herzen steigert (243). Ein Endothelin-Effekt auf die
autonomen Nerven in der Niere wurde bisher noch nicht berichtet. ETg-R-mRNA
wurde in den Nieren der rescued-ETg-R-defizienten Ratten nicht gefunden (33). Wir
kénnen dennoch nicht vollstandig ausschliel3en, dass die ETg-R der autonomen
Nerven der rescued-ETg-R-defizienten Mause die Ergebnisse der Studie
beeinflussen, da in der Praperation der isolierten Arteriolen auch autonome
Nervenendigungen enthalten sein kénnen.

In diesem Tiermodell der rescued-ETg-R-defizienten Mause und Ratten ist nicht
ausschliel3lich die Expression des ETg-R verandert. Auch andere Systeme sind im
Vergleich zu den Wildtypen modifiziert: Wir zeigten, dass in den
rescued-ETg-R-defizienten Mausen die ET-1-Protein-Konzentration im Nierengewebe
erhoht ist (244). Andere Studien fanden erhohte ET-1-Plasmaspiegel in
rescued-ETg-R-defizienten Ratten (33;245). ETg-R sind entscheidend fur die
Clearance von Endothelin aus der Blutbahn (170). Dies stellt einen wichtigen
Regulationsmechanismus fir die ET-1-Plasma-Konzentration dar. Die erhohte
ET-1-Menge im Plasma und im Nierengewebe beruht vermutlich auf eine
verminderte Clearance von ET-1 durch den ETg-R in den rescued-ETg-defizienten
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Mausen. Wir konnen nicht ausschlieen, dass diese chronisch erhdhten
ET-1-Plasma- und Gewebsspiegel die vaskulare Funktion modulieren.

Wir beobachteten, dass in den isolierten praglomularen Gefal3en und in der
Gesamtniere der rescued-ETg-R-defizienten Mause die ETa-R-mRNA reduziert ist.
Im Nierengewebe war auch die ETa-R-Proteinexpression vermindert (244). In einer
Studie in ETg-R-knockout Mausen zeigte sich eine geringere ETa-R-Dichte im
peripheren Gewebe, in Gefalen sowie im ZNS (246). Das Verteilungsmuster der
ETa-R unterschied sich nicht zu dem in den Wildtypen (246). Eine weitere Studie in
ETs-R-knockout Mausen bestatigte diese Ergebnisse (247). Auch in den
rescued-ETg-R-defizienten Ratten wurde eine verminderte Expression des ETa-R im
Nierenkortex und in der auReren Medulla aufgezeigt (248). In der inneren Medulla
jedoch war der ETa-R nicht vermindert (248). Diese Befunde weisen auf einen
Zusammenhang zwischen ETg-R-Defizit und Verminderung der ETa-R-Dichte/Menge
hin. Die verminderte ETa-R-Expression konnte einen Kompensationsmechanismus
der erhdhten ET-1-Plasmaspiegel darstellen: Dafir spricht, dass in menschlichen
Blutgefallen, welche von Patienten mit erhohtem ET-1-Plasmaspiegel isoliert
wurden, eine signifikante Reduktion der ETa-R-Dichte messbar war (249). Ein
weiteres Indiz zur Unterstitzung dieser Hypothese ist, dass in einem Rattenmodell
der akuten Hypertension, in welchem Adenovirus-Transfer des Pre-Pro-ET-1-Gens
zu einem signifikant erhéhtem ET-1-Plasmaspiegel fuhrte, eine signifikante
Verringerung der ETa-R-Dichte im Herzen und in der Leber jedoch nicht in der Niere
und im Gehirn messbar war (250). Die Befunde konnten auch auf einen
Zusammenhang von ETa-R-Bildung- und Expression und der Expression eines
funktionsfahigen ETg-R hinweisen: Dafir spricht, dass in Geweben, in denen
hauptsachlich der ETa-R exprimiert wird (Herz und Leber), die ETa-R-Dichte in den
ETs-R-knockout Mausen nicht verandert war (247). Im Lungenparenchym jedoch, wo
das quantitative Verhaltnis von ETa-R zu ETg-R anndhrend gleich ist, war die
ETa-R-Dichte signifikant reduziert (247).

Die verminderte ETa-R-Expression in den rescued-ETg-R-defizienten Mausen stellt
einen wichtigen Befund in Bezug auf die Verwendung des Modells fur die
Untersuchung der Endothelin-Rezeptor-Funktionen im renalen Geféal3system dar.
Perry et al. wiesen in den kleinen Mesenterialgefal3en der ETg-R-knockout Ratten

eine erhohte ETa-R-Proteinexpression nach. Dennoch war die ET-1-Antwort
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verringert. Die Autoren vermuteten eine durch erhthte ET-1-Plasmakonzentration
verursachte Entkopplung der ETa-R von nachgeschalteten Signalwegen (245).
Unsere Arbeitsgruppe fand, dass die eNOS-mRNA in den praglomerularen GeféalRen
der rescued-ETg-R-defizienten Mause erniedrigt ist (244). Dies weist auf eine
beeintrachtigte endotheliale NO-Produktion in den rescued-ETg-R-defizienten
Mausen hin. Unterstitzt wird diese Annahme durch eine Studie, welche darauf
hinweist, dass die endothel-abhéangige Relaxation der prékontrahierten Aortenringe
in den rescued-ETg-R-defizienten Mausen beeintrachtigt ist (32). Im Gegensatz dazu
fanden wir eine signifikante vasodilatatorische NO-Funktion in den efferenten
Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Méause. Eine weitere Studie untersuchte
den  Effekt einer akuten NOS-Blockade auf den  Blutdruck in
rescued-ETg-R-defizienten Ratten und Kontrolltieren (33). Es gab keinen Unterschied
in den auf akute NOS-Blockade eingetretenen Blutdruckverdnderungen (33). Dies
l&sst vermuten, dass in den rescued-ETg-R-defizienten Tieren die basale Aktiviat der
NOS nicht veréndert ist.

Bei einer beeintrachtigten endothelialen Funktion ware ein verstarktes Remodelling
und eventuell eine Fibrose in den Geweben der rescued-ETg-R-defizienten Tiere zu
erwarten  gewesen. Histologische  Untersuchungen der Gewebe der
rescued-ETg-R-defizienten Mause und Ratten unterstiitzen diese Hypothese jedoch
nicht (32;33;174).

Rescued-ETg-R-defiziente Ratten entwickeln eine salzsensitive Hypertension.
Wahrend einer normalen (0,8% NaCl) oder salzhaltigen (8% NaCl) Diat entwickelten
die rescued-ETg-R-defizienten Ratten einen signifikant erhéhten systolischen und
diastolischen Blutdruck. Die Autoren flhrten diese salzsensitive arterielle Hypertonie
der rescued-ETg-R-defizienten Ratten auf eine hohe EnaC-Aktivitdt in den
Epithelzellen der Sammelrohre zurick (33). Auch andere Studien konnten die
Entwicklung einer salzsensitiven Hypertonie in rescued-ETg-R-defizienten Tieren
belegen (32;174). Dagegen war der mittlere arterielle Druck der
rescued-ETg-R-defizienten Mause, welche Standardfutter erhielten (0,2% NaCl),
unverandert (32). Auch Perry et al. stellten dar, dass sich der mittlere arterielle Druck
zwischen den rescued-ETg-R-defizienten Ratten und den heterozygoten
Kontrolltieren nicht unterschied (245). Es lasst sich daher vermuten, dass die in
dieser Studie verwendeten rescued-ETg-R-defizienten Mause, welche stets freien

Zugang zu Standardfutter hatten, einen normalen Blutdruck aufwiesen.
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Zudem koénnte eine moglicherweise vorhandene ETa-R/ETg-R-Interaktion in den
rescued-ETg-R-defizienten Mausen verandert sein (182). Genaue Aussagen hierzu
sind jedoch bei der aktuellen Datenlage noch nicht mdglich.

Zusammenfassend kann man sagen, dass in diesem Modell der
rescued-ETg-R-defizienten Mause zahlreiche Schwierigkeiten vermieden werden, wie
sie aus zu geringer Spezifitdt von Rezeptoragonisten- und antagonisten resultieren
konnen. Als Besonderheit fuhrt die chronische ETg-R-Defizienz zu Veranderungen

des Endothelinsystems selbst, die zum Teil kompensatorischer Natur sind.

6.2 ET-1 Wirkungen auf die afferente Arteriole

Der ETa-R vermittelte in den afferenten Mausearteriolen eine Vasokonstriktion,
wahrend der ETs-R weder einen vasodilatatorischen noch  einen
vasokonstrikrorischen ET-1-Effekt auf die afferenten Mausearteriolen zeigte.

Wendel et al. stellten unter Verwendung der Immunofluoreszenzmikroskopie das
Vorhandensein sowohl des ETa-R als auch des ETg-R in afferenten Rattenarteriolen
dar (155). Auch andere Studien zeigten das Vorhandensein sowohl von ETa-R als
auch von ETg-R in afferenten Ratten- und Kaninchenarteriolen (202;211;212;251). In
Ratten wurden ETa-R und ETg-R in den glatten Muskelzellen gezeigt, was einen
vasokonstriktorischen Effekt dieser beiden Rezeptoren nahelegt. Ergebnisse weiterer
Studien weisen auf einen synergistischen vasokonstriktorischen Effekt des ETa-R
und ETg-R in den afferenten Arteriolen hin (189;202;206). In afferenten Arteriolen der
praglomerularen Gefal3e aus Rattennieren und aus hydronephrotischen Rattennieren
fuhrten die selektiven ETg-R-Agonisten S6¢c und IRL-1620 zur Konstriktion
(163;188;202;206). In einer Studie war durch Blockade des ETg-R die
Vasokonstriktion bei niedrigen ET-1-Dosen weitestgehend aufgehoben. Erst hohe
ET-1-Dosen fuhrten unter ETg-R-Blockade zur Vasokonstriktion. Ohne
ETs-R-Blockade induzierte ET-1 schon in deutlich niedrigeren Dosen eine
signifikante Vasokonstriktion (206). In einer weiteren Studie war unter
ETs-R-Blockade die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion praglomerularer GefalRe
antagonisiert, jedoch nicht vollstandig aufgehoben (188).

Im Unterschied zu den o.g. Studien in Gefal3betten von Ratten, hydronephrotischen
Ratten- und Kaninchennieren, in welchen sowohl ETa-R als auch ETg-R eine
Vasokonstriktion vermitteln, legt unsere Studie dar, dass in afferenten Arteriolen in

Mausen nur der ETA-R an einer ET-1 vermittelten Vasokonstriktion beteiligt ist: Die
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ETa-R-Blockade hob die ET-1-Antwort in WT und in den rescued-ETg-R-defizienten
Mausen vollstandig auf, die ET-1-Dosis-Wirkungskurve unterschied sich nicht
signifikant in WT und in rescued-ETg-R-defizienten Mausen und kumulative
ETs-R-Stimulation fiihrte zu keiner Anderung der luminalen Durchmesser. (213). In
Ubereinstimmung damit war die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion in einer Studie
durch BQ-123 vollstandig aufgehoben (214).

Wendel et al. zeigten, dass eine ETg-R-Immunoreaktivitat auch in der Endothelzelle
der praglomerularen Rattengefal3e vorhanden ist. Dies suggeriert einen
vasodilatatorischen  ETg-R-Effekt (155). In einer Studie in afferenten
Kaninchenarteriolen verstarkte eine Inhibition der NO-Synthase die ET-1 induzierte
Vasokonstriktion (201), was mit dem Hintergrund der Kopplung eines endothelialen
ETs-R an das NO-System auf einen vasodilatatorischen ETg-R-Effekt hinweisen
kann. Jedoch  beeinflusste die Hemmung der NO-Synthase die
ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurve in  afferenten Arteriolen der WT und der
rescued-ETg-R-defizienten M&use in unserer Studie nicht.

Die Annahme einer Balance einer konstriktiven und dilatativen ETg-R-Wirkung ohne
Nettoeffekt ist unwahrscheinlich, da wir keinen L-NAME-Effekt auf die
ET-1-Dosis-Wirkungs-Kurve zeigen konnten.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass der ETg-R in afferenten Mausearteriolen nicht
an der ET-1 vermittelten Vasokonstriktion- oder dilatation beteiligt ist.

In unserer Studie fihrte eine Vorbehandlung mit dem selektiven ET a-R-Antagonisten
BQ-123 oder eine NO-Synthase-Inhibition mit L-NAME zu keiner Anderung der
Ausgangslumina der afferenten Arteriolen der WT und der
rescued-ETg-R-defizienten Mause. Der basale arteriolare Durchmesser der
afferenten Arteriolen der WT und der rescued-ETg-R-defizienten Mause unterschied
sich nicht signifikant. Es legt nahe, dass weder der ETAa-R noch der ETg-R einen
Einfluss auf den basalen Tonus der afferenten Arteriolen in Mausen in diesem
experimentellen Modell hat. GleichermalRen hatte der selektive ETa-R-Antagonist
BQ-123 in Rattennieren keinen Einfluss auf den basalen praglomerularen
Widerstand (196). Die Infusion eines selektiven ETa-R-Antagonisten fuhrte nicht zur
Veranderung des renalen Blutflussess oder der GFR in Ratten (98;252). Dies
impliziert, dass es keinen ETa-R vermittelten ET-1-Effekt auf den basalen Tonus der
afferenten Arteriolen gibt. In einer Mikroperfusionsstudie fiihrte eine kombinierte

ETa-R- und ETg-R-Blockade mit Bosentan zu einem Anstieg des préaglomeruléren
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Widerstandes (196). Die Autoren dieser Studie vermuteten einen tonischen ETg-R
vermittelten vasodilatatorischen ET-1-Effekt (196). Eine weitere Studie in Gefal3en
hydronephrotischer Rattennieren zeigte, dass ET-1 an der Aufrechterhaltung des

basal arteriolaren Tonus der praglomerularen Gefal3e beteiligt ist (253).

6.3 ET-1 Wirkungen auf die efferente Arteriole

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass in den efferenten Mausearteriolen
sowohl ETa-R als auch ETg-R an der ET-1 vermittelten Vasokonstriktion beteiligt
sind: Auf kumulative ET-1-Applikation konstringierten die efferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten Mause, was einen vasokonstriktorisch wirkenden ETa-R
impliziert. Die Expression von ETa-R in den glatten Muskelzellen der efferenten
Arteriolen wurde gezeigt (155). Auch in efferenten Arteriolen der Ratten vermittelte
der ETa-R eine Vasokonstriktion (206). Eine Studie an hydronephrotischen
Rattennieren mit Verwendung des selektiven ETa-R-Blocker BQ-123 kam zu dem
Ergebnis, dass der ETa-R nur teilweise an der ET-1-Antwort efferenter Arteriolen
beteiligt ist (188).

In efferenten Arteriolen war die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion in den Wildtypen
starker als in den efferenten Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Mause. Die
selektive ETa-R-Blockade verhinderte die Vasokonstriktion nur in den efferenten
Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Méause. Die selektiven
ETs-Rezeptor-Agonisten ALA-ET-1 und IRL-1620 induzierten eine Vasokonstriktion
in den WT. Diese Beobachtungen legen nahe, dass der ETg-R in den efferenten
Arteriolen eine Vasokonstriktion vermittelt.

ETs-R sind in den glatten Muskelzellen der efferenten Arteriolen von Ratten
exprimiert (155). Es liegen keine Daten fur Mause vor. Diese glattmuskuléaren ETg-R
vermitteln wahrscheinlich eine Vasokonstriktion: In hydronephrotischen Rattennieren
fuhrte die Applikation des selektiven ETg-R-Agonisten IRL-1620 zur
konzentrationsabhangigen Vasokonstriktion (163;188). Gleichermal3en konstringierte
IRL-1620 auch die efferenten Arteriolen der Rattennieren in einer Studie von Inscho
et al.: Hohere ET-1-Dosen von 1 und 10 nM vermittelten unter ET 5-R-Blockade eine
signifikante Vasokonstriktion der efferenten Arteriolen (206). Die selektiven
ETs-R-Antagonisten BQ-788 und IRL-1038 schwéchten in efferenten Arteriolen der

hydronephrotischen Rattennieren die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion ab (188).
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ETs-R wurden auf den Endothelzellen der efferenten Arteriolen von Ratten mittels
Immunofluoreszenz nicht gesehen (155). Das deutet auf eine fehlende dilatative
Funktion dieses Rezeptors hin. Allerdings weisen funktionelle Studien auf einen
vasodilatatorischen Effekt des ETg-Rezeptors in efferenten Arteriolen hin: Der
selektive ETg-R-Agonist S6c¢ induzierte in efferenten Rattenarteriolen eine
konzentrationsabhangige Vasodilatation (206). ETa-R-Blockade in efferenten
Arteriolen erzeugte eine Vasodilatation bei niedrigen ET-1 Dosen (0,01-0,1nM),
wahrend die Vasokonstriktion bei hoheren ET-1 Dosen (1-10 nM) lUberwog. Ein
Erklarungsansatz hierfur wére eine hohere ET-1-Affinitat des endothelialen im
Vergleich zum glattmuskuléaren ETg-R (206). Die Studie legt nahe, dass in efferenten
Arteriolen der Ratten der endotheliale vasodilatatorische ETg-R einen Gegenpart zu
den glattmuskuléaren vasokonstriktorischen ETa- und ETg-Rezeptoren darstellt. Der
selektive ETg-R-Antagonist A-192621 verstarkte die ET-1 induzierte Konstriktion in
dieser Studie von Inscho et al., was ebenso fir einen vasodilatatorischen
ETs-R-Effekt spricht (206). In unserer Studie konnten wir jedoch Kkeinen
vasodilatatorischen ETg-R-Effekt in Antwort auf akute ETg-R-Stimulation zeigen. Dies
deutet auf einen rein vasokonstriktorisch wirkenden ETg-R in den efferenten
Arteriolen der Maus hin.

In efferenten Arteriolen der WT und der rescued-ETg-R-defizienten Méause, welche
mit L-NAME vorbehandelt wurden, war die vasokonstriktorische Antwort auf
kumulative ET-1-Applikation signifikant starker als ohne L-NAME-Vorbehandlung.
Dabei unterschied sich der vasokonstriktorische ET-1-Effekt nicht im Vergleich von
WT und rescued-ETg-R-defizienten Mausen. Dies spricht gegen einen
vasodilatatorischen ETg-R-Effekt. Die verstarkte ET-1-Antwort unter NOS-Inhibition
weist auf eine ETa-R vermittelte NO-Freisetzung hin. In der Literatur finden sich keine
Hinweise auf eine solche ETa-R-Wirkung. Bisher wurde eine Expression des ETa-R
auch nur in den glatten Muskelzellen, jedoch nicht in Endothelzellen gezeigt
(155;213). Daten fur renale Gefél3e der Maus sind nicht vorhanden.

Die Vorbehandlung mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NAME reduzierte den basalen
Durchmesser der efferenten Arteriolen der Wildtypen, nicht aber den der efferenten
Arteriolen der rescued-ETg-R-defizienten Mause. Die Ergebnisse zeigen, dass es
einen tonisch vasodilatatorischen Effekt des endogenen ET-1 gibt, welcher tber den
ETs-R und NO-Freisetzung vermittelt wird. Der ETg-R wére damit an der Regulation

des basalen Tonus der efferenten Arteriole beteiligt. Die Autoren einer anderen
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Studie vermuten jedoch einen tonisch vasokonstriktorischen Effekt des ETa-R,
welcher an der Aufrechterhaltung des basal efferenten arteriolaren Tonus beteiligt zu
sein scheint (195). Weitere Studien zeigten, dass das Endothelinsystem nicht an der

Aufrechterhaltung des basal arteriolaren Tonus beteiligt ist (196;253).

6.4 Vergleich der ET-1 Antwort in afferenten und efferenten Arteriolen

In unserer Studie kontrahierten auf kumulative ET-1-Applikation die afferenten
Arteriolen starker als die efferenten Arteriolen der Wildtypen.

Dies stimmt mit Ergebnissen uberein, die zeigen, dass die ET-1 vermittelte
Vasokonstriktion in den afferenten Arteriolen starker ist als in den efferenten
Arteriolen (149;203;206;208). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass ET-1
den renal vaskularen Widerstand steigert und die GFR senkt. Solch eine Reduktion
des renalen Blutflusses in Antwort auf appliziertes ET-1 wurde in zahlreichen in vivo
Tiermodellen gezeigt (149;190;193;252;254-259). Andere in vitro Studien
unterstitzen die Idee einer im Vergleich zur efferenten Arteriole starkeren
ET-1-Antwort der afferenten Arteriole in Ratten (19;21;149;206;260).

Es muss erwéhnt werden, dass es Studien gibt, in denen kein Unterschied in der
ET-1-Antwort der efferenten und der afferenten Arteriole (215) oder gar eine starkere
ET-1 induzierte Vasokonstriktion oder ein gréRerer Anstieg des arteriolaren
Widerstandes in efferenten als in afferenten Arteriolen gefunden wurde
(185;190;205;216).

Die zum Teil widerspruchlichen Ergebnisse kdnnen methodische und biologische
Ursachen haben: Zum einen gibt es bisher wenige Untersuchungen in afferenten
Arteriolen der Maus, vorherige Untersuchungen beziehen sich auf afferente
Arteriolen vornehmlich in Ratten, aber auch in Kaninchen und Hunden. Zudem sind
zum Teil andere Gefallbetten, wie zum Beispiel juxtaglomerulare préa- und
postglomerulare Gefalle, untersucht worden. Juxtaglomeruldare Gefalle haben
andere funktionelle Eigenschaften als kortikale Arteriolen. Die Untersuchungtechnik
der isoliert perfundierten Arteriole ohne Einfluss von z.B. Tubuli unterscheidet sich
von anderen, haufig verwendeten Prdperationen. Wir  verwendeten
rescued-ETg-R-defiziente-Mause, was einige pharmakologische Schwierigkeiten
bezuglich limiterter Rezeptorspezifitat umgehen kann. Im Modell der

rescued-ETg-R-defizienten-Maus kommt es zu, teils kompensatorischen,
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Veranderungen im Endothelinsystem. Zusammenfassend kann man sagen, dass ein
direkter Vergleich der Ergebnisse unserer Studie mit anderen Studien nur bedingt

maoglich ist.

6.5 Limitationen der Studie

ETs-Rezeptor-Defizienz fuhrt zu einer Veranderung im neuronalen System, woraus
ein kongenitaler Megacolon resultiert. Daher sterben ETg-R-knockout Tiere kurz nach
ihrer Geburt (218). Wir verwendeten Mause mit einem genetischen Rescue des
letalen ETg-R knockouts. Der Rescue-Mechanismus entsteht durch ein
Dopamin-Beta-Hydroxylase-ETg-R-Transgen  (32). Dieses  Transgen  wird
voribergehend in den von der Neuralleiste abstammenden Vorstufen des
autonomen Nervensystems exprimiert und fordert so die normale intestinale
Entwicklung  der rescued-ETg-R-defizienten  Mause  (220).  Chronische
ETs-R-Defizienz kann zu, z.T. kompensatorischen, Veradnderungen in der
Gefal3struktur- und funktion fuhren. Wir konnten eine Downregulation der
ETA-R-mRNA in  praglomerularen  GefaRen (afferente  Arteriolen und
Interlobulararterien) sowie eine Downregulation der ETa-R-mRNA und des
ETa-R-Proteins in der gesamten Niere in den rescued-ETg-R-defizienten Mausen
darstellen (244). Dieses Ergebniss wird von einer Studie von Davenport et al.
unterstitzt, welche eine Downregulation des ETa-R in peripheren und zentralen
Geweben, wie z.B. im Herzen, in GefalRen und im Kleinhirn der ETg-R-knockout
Mause zeigte (246). Diese Downregulation der ETa-R konnte man als eine
Adaptation an die in ETg-R-defizienten Ratten und in rescued-ETg-R-defizienten
Mause erhohten ET-1-Gewebsspiegel (244) und Plasmaspiegel deuten (33). Die
erhéhten renalen ET-1-Gewebsspiegel konnten durch die fehlende Clearance-
Funktion des renalen ETg-R in den rescued-ETg-R-defizienten Mausen erklart
werden (170). Eine Studie von Perry et al. zeigte eine Steigerung der
ETa-R-Expression in den MesenterialgefaRen der ETg-R-knockout Ratten (245).
Funktionelle Konsequenzen der Veradnderung der ETa-R-Expression in
rescued-ETg-R-defizienten Mausen sind schwer einzuschatzen. Wir konnten zeigen,
dass die eNOS-mRNA in den isolierten praglomerularen Gefal3en der
rescued-ETg-R-defizienten Mause im Vergleich zu den Wildtypen reduziert war (244).
Auch wenn diese Beobachtung eine beeintrachtige endotheliale Funktion in

rescued-ETg-R-defizienten Mausen (32) und in
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endothelzell-spezifischen-ETg-R-knockout Mausen (261) nahelegt, sei betont, dass
wir eine signifikante vasodilatatorische NO-Funktion in den efferenten Arteriolen der
rescued-ETg-R-defizienten M&use zeigten.

Da eine nervenendigungsfreie Praperation der afferenten und efferenten
Mausearteriolen nicht moglich ist, konnte eine Endothelin-Rezeptor-Expression im
sympathischen Nervensystem die Ergebnisse dieser Studie beeinflusst haben.
Takimoto et al. zeigten in vitro, dass Endothelin-Rezeptoren auf den Endigungen
autonomer Nerven eine glattmuskulare Kontraktion vermitteln konnen (242).
Endothelin-Rezeptoren auf sympathischen Nerven konnen die
Noradrenalinfreisetzung im Meerschweinchenmyokard modulieren (243). Ein Einfluss
der ETg-R im autonomen Nervensystem auf die Ergebnisse unserer Studie kann
nicht ausgeschlossen werden, da in der Praperation der afferenten und efferenten
Arteriolen durchaus auch Endigungen des autonomen Nervensystems vorkommen
kénnen.

In unserer Studie wurden die efferenten Arteriolen retrograd perfundiert. Dies hat den
Vorteil, dass es keine Beeinflussung der Ergebnisse durch glomerulére vasoaktive
Substanzen oder durch vasoaktive Substanzen der afferenten Arteriole gibt. Ang-Ii
hatte einen starkeren vasokonstriktorischen Effekt auf die efferente Arteriole wahrend
retrograder Perfusion versus orthograder Perfusion. Dies hangt mit
Cyclooxygenase-Produkten zusammen, welche wahrend orthograder Perfusion von
dem Glomerulus freigesetzt werden und die efferent arteriolare Ang-llI-Antwort
modulieren (262). Es wurde eine starkere Ang-ll- und Noradrenalin- induzierte
Vasokonstriktion auf efferente Arteriolen wéhrend retrograder Perfusion versus

orthograder Perfusion beobachtet (223).
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8 Anhang

8.1 Eidesstattliche Versicherung

,ich, Janice Schildroth, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige
Unterschrift, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Funktion von
Endothelin-A — und Endothelin-B-Rezeptoren bei der Endothelin-1 induzierten
Antwort glomerularer Arteriolen der Maus” selbststédndig und ohne nicht offengelegte
Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel
genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform
Requirements for Manuscripts (URM)* des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich
gemacht. Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten,
Laborbestimmungen, statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere
Abbildungen, Graphiken und Tabellen) entsprechen den URM (s.0) und werden von
mir verantwortet.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen,
die in der untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem Betreuer, angegeben
sind. Samtliche Publikationen, die aus dieser Dissertation hervorgegangen sind und
bei denen ich Autor bin, entsprechen den URM (s.0) und werden von mir

verantwortet.
Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
einer unwahren eidesstattlichen Versicherung (8156,161 des Strafgesetzbuches)

sind mir bekannt und bewusst.”

Bochum, 14.10.2013

Janice Schildroth
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8.2 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektronischen

Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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