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1 Einleitung

1 Einleitung
Endothelin ist an der Pathogenese arterieller Hypertonie, pulmonalen Hochdruckes,
akuten Lungenversagens, koronarer Herzkrankheit, Herzinsuffizienz sowie chronischen

Nierenversagens beteiligt (117; 152).

Diese Krankheitsbilder sind von erheblicher gesundheitspolitischer Bedeutung. Die Pra-
valenz der arteriellen Hypertonie in Deutschland betragt in der Altersgruppe von 55 bis
64 Jahren etwa 55 % (82). Arterieller Bluthochdruck zahlt zu den wichtigen Risikofakto-
ren fur die Entstehung der Atherosklerose und kardiovaskularer Erkrankungen, die ei-
nen vorderen Platz in der Morbiditats- und Mortalitatsstatistik einnehmen.

Chronisches Nierenversagen gehort zu den bekannten Ursachen einer arteriellen Hy-
pertonie und besitzt ebenfalls eine grol’e gesundheitsbkonomische Relevanz. 65000
Patienten sind derzeit in Deutschland auf eine Dialyse infolge Nierenversagens ange-
wiesen; und deren Zahl vergrofRert sich standig (1).

Die Pathogenese chronischer Niereninsuffizienz ist nicht vollstandig aufgeklart. Das
Endothelinsystem wird als ein wichtiger Faktor bei der Entstehung dieses Krankheitsbil-
des diskutiert. Dabei sind sowohl die vasoaktiven Eigenschaften des Endothelins als

auch seine Rolle bei der Enstehung einer Nierenfibrose von Bedeutung.

Renin-Angiotensin- und Stickstoffmonoxid-System interagieren bei der Regulation von
renalem BlutfluR und glomerularer Filtrationsrate mit dem Endothelinsystem (69; 117;
133; 210). In der vorliegenden Arbeit wird die Expression von Endothelin, der Endothe-
lin- und Angiotensinrezeptoren sowie der Stickstoffmonoxidsynthasen in einem Modell
der Endothelin-Typ-B-Rezeptor-defizienten Maus untersucht. Dieses Projekt ist Be-
standteil eines Projektes zur Charakterisierung der Funktion der Endothelinrezeptoren
bei der Kontrolle glomerularer Arteriolen, die eine Schlusselfunktion bei der Regulation

der Nierenduchblutung haben.

1.1 Endothelinsystem

Die Rolle von Endothelin in der Pathogenese von Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems und der Niere ist in zahlreichen Arbeiten beschrieben worden, jedoch sind bei
weitem nicht alle Effekte und Wirkmechanismen dieses Proteins bekannt. Die Wirkun-

gen von Endothelin auf das Nierengewebe sind vielfaltig. Endothelin erhoht zum Bei-
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spiel, exogen appliziert, den renalen Widerstand (189). MaRige chronische Erhéhungen
der Endothelingewebekonzentration in der Niere fuhren zu Nierenfibrose (87).

An der Endothelinwirkung sind zwei Rezeptortypen beteiligt, ETa- und ETg-Rezeptoren.
In den Gefalten werden ETa-Rezeptoren, welche eine Konstriktion vermitteln, in der
glatten Gefallmuskulatur exprimiert (214). ETg-Rezeptoren, die sowohl dilatatorische
als auch konstriktorische Effekte vermitteln konnen, findet man in den Endothelzellen
und glatten Muskelzellen (94; 143; 214). Endothelin bewirkt eine Kontraktion sowohl der
afferenten als auch efferenten Arteriole. Die ETa- und ETg-Rezeptoren wirken aber par-
tiell gegensatzlich an den GefalRen. Die quantitative Verteilung in den verschiedenen
GefalRabschnitten entscheidet Uber den Nettoeffekt des Endothelins auf den Gefalto-

nus.

Struktur/Vorkommen von Endothelin

Endothelin besteht aus 21 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von circa 2,5 kDA.
Es kommt in den drei Isoformen ET-1, ET-2 und ET-3 vor (Abb. 1.1.).

ET-1 und ET-2 unterscheiden sich durch 2 Aminosauren voneinander, wahrend sich
ET-2 von ET-3 in 6 verschiedenen Aminosauren unterscheidet. Durch zwei Disulfidbru-
cken zwischen Cys1-Cys15 und Cys3-Cys11 erhalt Endothelin eine Haarnadelschlei-
fen-Konfiguration (49). Das COOH-terminale Ende des Peptids ist fur die biologische
Aktivitat des Endothelins notwendig.

In der GefalRwand kommt Endothelin vorwiegend in den Endothelzellen vor. Es konnte
ebenfalls in glatten GefaBRmuskelzellen lokalisiert werden (107; 160). Die Endothelinfrei-
setzung in den Endothelzellen ist jedoch 100-fach hoher als die in den glatten Gefal3-
muskelzellen. Endothelin wurde unter anderem auch in Myozyten, Nierenepithelzellen,
Mesangiumzellen, Trachealepithelzellen und Darmepithelzellen nachgewiesen (194).
Plasmakonzentrationen von Endothelin-1 liegen bei Mensch und Tier im Bereich 1072
bis 10" mol/l (168; 218).

Synthese/Sekretion/Elimination von Endothelin

Im menschlichen Erbgut und im Genom einiger Saugetiere wurden drei Gene flr Endo-
thelin entdeckt, die sich auf unterschiedlichen Chromosomen befinden (93).

Das Gen fur ET-1 liegt auf Chromosomen 6, fur ET-2 auf Chromosomen 1 und fur ET-3

auf Chromosomen 20. Bei Mausen und Ratten wurde ein Endothelin identifiziert, das
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als ,vasoactive intestinal constrictor bezeichnet wird (ET-4) und welches dem humanen
ET-2 identisch ist (18; 167).

Abb. 1.1: Aminosaurestruktur von ET-1, ET-2 und ET-3. Grau unterlegt sind die von ET-1 abweichenden

Aminosauren (verandert nach (112)).

Das am besten untersuchte ET-1 besitzt funf Exons und vier Introns mit einer Lange
von 6,5 kb. Die ET-Isopeptide entstehen durch posttranslationale Prozessierung der
grolRen Vorlaufermolekile. Das Prapro-ET-1 ist das primare Produkt und besteht aus
212 Aminosauren. Durch Abspaltungen des Signalpeptids und eines Aminosaurerestes
durch Endopeptidasen entsteht das Pro-ET-1, auch Big-ET-1 genannt, welches nur eine
geringe biologische Aktivitat entfaltet. Das ,endothelin converting enzyme® (ECE), eine
neutrale Metalloprotease, hydrolysiert Big-ET-1 zu ET-1. Vom ECE sind bisher drei Iso-
formen bekannt, die in verschiedenen Zellkompartimenten und auch membranstandig
vorkommen (176).

Es ist bis jetzt noch nicht vollstandig geklart, ob eine Speicherung von Endothelin in Zel-
len stattfindet. In manchen Geweben, wie den Endothelzellen aus Rinderaorten, konn-

ten jedoch mittels Ultrazentrifugation ET-1 und Big-ET-1 enthaltene Vesikel identifiziert

3
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werden (79). Fur eine standige Neubildung spricht die Abhangigkeit der Endothelinsek-
retion vom mRNA-Spiegel (216). Das Endothelin wird von den Endothelzellen haupt-
sachlich nach basal sezerniert und entfaltet seine Wirkung vorwiegend parakrin und
autokrin (206). Fir den Abbau von Endothelin wurde eine membranstandige Metallopro-

tease beschrieben. Die Degradierung erfolgt anschlieRend im Lysosomen.

Endothelinrezeptoren/Signaltransduktion/Funktion

ET-1 ist der starkste bekannte Vasokonstriktor. Aufgrund dieser Eigenschaft galt das
ET-System lange Zeit als ein rein kardiovaskulares System. Inzwischen wurde deutlich,
dald Endotheline auch viele nicht-kardiovaskulare Funktionen haben. Sie sind an zahl-
reichen pathologischen Vorgangen beteiligt und spielen eine bedeutende Rolle bei
Wachstumsvorgangen und der Apoptose. Innerhalb der Endotheline besitzt ET-1 die
starkste vasokonstriktorische Potenz und ET-3 die schwachste.

Es sind drei Subtypen von ET-Rezeptoren bekannt: ETa-, ETg- und ETc-Rezeptoren,
welche die Endothelinwirkungen vermitteln. Bei Saugetieren gibt es ETa und ETg-
Rezeptoren, die sich in ihrer Affinitdt zu den Endothelin-Isoformen (169) sowie funktio-
nell in ihrer Wirkung auf die Gefal3e unterscheiden (94).

Fur die Bindung an den ETa-Rezeptor gilt: ET-1>ET-2>ET-3, wahrend der ETg-
Rezeptor alle 3 Isoformen mit gleicher Affinitat bindet (169). Der ET¢-Rezeptor wurde in
der Froschart Xenopus laevis nachgewiesen. Er hat eine besondere Affinitat zu ET-3
(ETc-Rezeptor: ET-1=ET-2<<ET-3) (108).

Die Rezeptoren haben ein Molekulargewicht von ca 50kDa und sind sich in ihrer Ami-
nosaurestruktur zu ungefahr 50 % ahnlich. ETa und ETg-Rezeptoren gehdren zur Su-
perfamilie der rhodopsinartigen, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit sieben hydro-
phoben transmembranen Helices, einem extrazellularen N- und einem intrazellularen C-
Terminus sowie jeweils drei extra- und intrazellularen Schleifen (16). Weiterhin enthal-
ten beide Rezeptortypen je zwei Glykosylierungsstellen am N-Terminus (Asn 29, Asn
62), 5 Cysteinreste im C-terminalen Bereich in der Nahe der 7. Schleife sowie einige
Serinreste, und damit mdgliche Phosphorylierungsstellen der zytoplasmatischen Doma-
ne. Nach Bindung von Endothelin ist die Dissoziation eher langsam (85; 208). Es erfolgt

eine schnelle Internalisierung des ET-Rezeptor-Komplexes.
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Die durch ET-1 vermittelte Vasokonstriktion durch den ETa-Rezeptor erfolgt rasch. Der
lang anhaltende vasokonstriktorische Effekt lasst sich auch durch die langfristige Bin-
dung von ET-1 an seine Rezeptoren erklaren. Uber spezifische G-Proteine erfolgt die
Aktivierung der Phospholipase C, Bildung von Inositoltriphosphat und letztlich die Frei-
setzung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum. Dies fuhrt zur ersten
Phase der Vasokonstriktion. Die zweite Phase ist vom extrazelluldren Ca**-Einstrom
abhangig (Abb. 1.2). Die Aktivitat der Phospholipasen A, und D wird ebenfalls tUber die
ETa- und ETg-Rezeptoren stimuliert. AuRerdem existiert ein Stickstoffmonoxid-
abhanger Weg uber die Guanylatzyklase (156).

Die Aktivierung der ETg-Rezeptoren fordert auch die NO- und Prostazyklin-Synthese
uber die Aktivierung der kalziumabhangigen NO-Synthase (eNOS) und der Phospholi-
pase A2 (83; 209). Das freigesetzte NO diffundiert Uber die Zellmembran in glattmusku-
lare Zellen, aktiviert die I6sliche Guanylatzyklase, wobei dann zyklisches 3'5'-
Guanosinmonophosphat (cGMP) die Kontraktion der glatten Gefallmuskelzelle Uber
verschiedene Mechanismen inhibiert. Zu den vasoaktiven Substanzen, die via Phos-
pholipase A, entstehen, gehdren Thromboxan A; und Prostaglandin E; (Gefal3konstrik-
tion) sowie Prostazyklin (Dilatation). ETg-Rezeptoren aktivieren auch die Phospholipase
C. Infolge dessen erhdht sich die intrazellulare Kalziumkonzentration und die glattmus-
kulare Kontraktion wird verstarkt.

ETg-Rezeptoren sind an der Regulation der ET-1-Plasmakonzentration beteiligt. Ver-
schiedene Studien zeigen eine clearance-Funktion von ETg-Rezeptoren, wobei die
Lungenstrombahn am Gesamteffekt zu etwa 50 % beteiligt ist (44; 207). Abbildung 1.3
gibt einen Uberblick tber die Signalwege von ETa und ETg Rezeptoren.
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Abb. 1.2: Inhaltlich stark reduzierte Darstellung der Signaltransduktion von ET-Rezeptoren, die zur Kont-
raktion von glatten Muskelzellen fihrt: Der aktivierte ET-Rezeptor stimuliert iber einen G-Protein-
gekoppelten Signaltransduktionsweg die Hydrolyse von Phospholipase C. Dieses flihrt zu einem Anstieg
von Inositoltriphosphat und Diazylglyzerol. Inositoltriphosphat fiihrt zu einer Freisetzung von Ca®* aus den
intrazelluliren Speichern. Die von Diazylglyzerol und Ca®* aktivierte Proteinkinase C sensitiviert den kont-
raktilen Apparat fir Kalzium. Das freigesetzte Kalzium fiuhrt zur Kontraktion der Muskelzellen (SOC —

,store operate calcium channel®, Abbildung veréndert nach (118)).

ETa- und ETg-Rezeptoren konnen konstitutive Homo- und Heterodimere bilden. Dies
wurde unter anderem funktionell, mittels FRET-Analyse, konfokaler Mikroskopie und
Bindungsstudien gezeigt (70; 71). Dimerizationen gibt es mdglicherweise auch zwi-
schen ETa- und AT4-, Ds- oder alpha1-Rezeptoren. Hierzu liegen Ergebnisse histoche-
mischer Studien bzw. Hinweise aus funktionellen Experimenten vor (33; 65; 162; 220).
Solche Rezeptorinteraktionen sind moglicherweise fur die zum Teil schwer zu interpre-
tierenden experimentellen Ergebnisse verantwortlich, bei denen keine klare Zuordnung

der Funktion von ETa- aund ETg-Rezeptoren getroffen werden konnte (94; 102).
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Abb.1.3: Signaltransduktion der ETa- und ETg-Rezeptoren (verandert nach (130)). Abkirzungen: CaM —
Calcium-Calmodulin-Komplex, DAG — Diazylglyzerol, G - G-Protein, IP3 — Inositoltriphosphat, Kv — ,volta-
ge gated potassium channel“, NSCC — ,non selective cationic channel”, PIP, — Phosphatidylinositolbi-
phosphate, PKC — Proteinkinase C, PGE, — Prostaglandin E,, PGl, — Prostaglandin I, (Prostazyklin),
PLA, — Phospholipase A2, PLC — Phospholipase C, ROC — “receptor operated calcium channel”’, Ryr —
Ryanodinreceptor, TXA, — Thromboxan A,, VDCC - “voltage-dependent calcium channel”, c-foc, c-jun, c-

myc - Transkriptionsfaktoren.

Regulation der Expression von ET-1 und ET-Rezeptoren

Extrazellulares ET-1 beeinflul3t die ET-1-mRNA-Menge in endothelialen Zellen der Lun-
genstrombahn durch Modulation der RNA-Stabilitdt und Transkription. Signalwege
schlielen den ETg-Rezeptor und seine Endozytose (ET-1/ETg-Rezeptor-Komplex) so-
wie ERK und p38 MAPK-Aktivierung ein (52). Dieser negative Ruckkopplungsmecha-
nismus, Uber den die ET-1-Expression reguliert wird, ist fur die normale Funktion des
Endothelsystems von Bedeutung (171). Die ET-1-Expression wird auch Uber andere
Wege beeinflusst. Ang Il zum Beispiel induziert eine ET-Expressions-Steigerung Uber
Redox-sensitive ERK-Signalwege in aortalen glatten Muskelzellen der Ratte (88).

Die Expression von ET-Rezeptoren in glatten Muskelzellen verschiedener Gewebe wird
durch Langzeittherapie mit ET-1 deutlich vermindert (38; 84; 198). Diese Beobachtun-



1 Einleitung

gen sprechen fir eine autologe Regulation der ET-Rezeptorexpression. ET-1/Rezeptor-
Internalisation und Verminderung der mRNA-Expression via ET-1-induzierten Signal-
wegen sind wesentliche Mechanismen des Effektes (161; 169).

ETA-Rezeptor-mRNA kann durch cAMP erhdht werden, wahrend Dexamethason ver-
mindernd wirkt (134; 138). Die Promotorregion der ET-Rezeptorgene ist vermutlich fur

ihre gewebsspezifische Expression verantwortlich (66).

1.2 Renin-Angiotensin-System

Physiologie des Renin-Angiotensin-Systems

Das Enzym Renin bewirkt die Bildung von Angiotensin | (Ang |) aus Angiotensinogen.
Ang | ist ein Substrat des Angiotenin-konvertierenden Enzyms (ACE) und wird in Ang Il
ungewandelt. Ang Il kann auch Uber andere Wege unter Umgehung des ACE gebildet
werden (21; 47; 195). Hauptquelle fur Angiotensinogen ist die Leber. Renin wird in gro-
Rerem Umfang in den Zellen des juxtaglomerlaren Apparates der Niere synthetisiert.
Seine Bildung und Auschuttung unterliegt verschiedenen intrarenalen, sympathischen
und humoralen Einflissen (34).

Ang Il hat viele Effekte (Abb. 1.4). Es ist ein Vasokonstriktor, erhdht die Aldosteronbio-
synthese, —sekretion und damit die Natriumretention. Beide Wirkungen sind blutdruck-
steigernd. Ang Il kann die Katecholaminfreisetzung, Sekretion von adrenokortikotropem
Hormon (ACTH) sowie von Vasopressin stimulieren und hat eine dispogene Wirkung
(58; 73). Ang Il besitzt dartiber hinaus wachstumsfaktorahnliche Wirkungen und stimu-
liert die Hypertrophie und Proliferation von Zellen (55; 190).

Durch Abbau des Ang II mit Hilfe verschiedener Aminopeptidasen entstehen Angioten-
sinfragmente wie das Angiotensin 2-8 (Ang lll), Angiotensin 3-8 (Ang IV) und Angioten-
sin 1-7, flr die ebenfalls eine biologische Aktivitat nachgewiesen werden konnte (58;
73). Die Degradierung der Substanzen fuhrt schlieBlich zum inaktiven Metaboliten.

Es gibt neben dem systemischen Renin-Angiotensin-System (RAS) auch lokale RAS in
verschiedenen Organen, deren Regulation moglicherweise unabhangig von zirkulieren-
den Komponenten des RAS erfolgt (24; 46; 149). Lokal produziertes Ang Il kann in die-
sen Organen als para- und autokrines Hormon wirken und beispielsweise Zellwachstum
und Proliferation stimulieren (50; 72).

Eine weitere Komponente des RAS ist das Angiotensin-konvertierende Enzym 2

(ACE2). Es ist an der Bildung vasodilatatorisch wirkender Mediatoren beteiligt. Neuere
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Untersuchungen deuten auf eine Bedeutung des ACE2 bei der Regulation kardialer
Funktionen hin (31; 35; 41; 201; 212).

Angiotensinogen
Endopeptidase +«— Renin +— Prorenin
Bradykinin
Substance P
Chymase Angiotensin | Enkephaline
Nicht ACE ACE
Kathepsin G Angiotensin Il Inaktive Fragmente

Angiotensin-
* fragmente llI-1¥

AT, Rezeptor AT, Rezeptor And. Rezeptoren

| |

Vasokonstriktion Vasodilatation
Aldosteronstimulation Proliferationshemmung
Tubulire NaCl Resorption Antioxidative Wirkung
Durst Apoptose [?)
Vasopressin

Zellproliferation
Kalziumtransport

Abb.1.4: Die enzymatische Proteinkaskade des Renin-Angiotensin- Systems (RAS) und seine Funktio-
nen: Das proteolytische Enzym Renin spaltet aus dem Angiotensinogen, welches in der Leber syntheti-
siert wird, das Angiotensin | ab. Dieses wird dann durch das ACE, das grofitenteils an der luminalen
Oberflache des Endothels lokalisiert ist, in das Angiotensin Il umgewandelt. AT |l ist das biologisch aktive

Peptid, welches durch spezifische Bindung an verschiedenen Rezeptoren die Effekte an Herz, Gefallen,
Niere und anderen vermittelt. Es besteht eine hohere Affinitat zum AT Rezeptor als zum AT2 Rezeptor

(verandert nach (204)

Angiotensin-Rezeptoren

Es gibt zwei Rezeptortypen: Typ 1 (AT¢) und Typ 2 (AT,). Der AT4-Rezeptor vermittelt
die meisten der bekannten Wirkungen von Ang Il. Es wurden zwei Subtypen des AT1-
Rezeptors, AT1a- und ATg-Rezeptoren, beschrieben. Diese sind in ihrer Aminosaurest-
ruktur zu mehr als 95 % identisch. Die Differenzierung von ATqa-und AT4g-Rezeptoren
mittels pharmakologischer Methoden ist aufgrund gleicher Bindungseigenschaften

schwierig (37; 172; 217). Beide Rezeportsubtypen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
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Expression im Gewebe und Expression in verschiedenen Spezies, der chromosomalen
Lokalisation und Regulation (80; 98; 98). AT1a- und ATqg-Rezeptor-mRNA wird in einer
Vielzahl von Geweben exprimiert, wobei AT a-Rezeptoren, auller in der Hypophyse und

den Nebennieren, dominieren.

ATi-Rezeptoren

Die Expression von AT -Rezeptoren wird durch negative Ruckkopplung durch Agonis-
ten (Ang Il) kontrolliert. Akute Ang II-Behandlungen erhdhen die Rezeptordichte, wah-
rend chronische Ang llI-Konzentrationserhbhungen mit einer Verminderung der Expres-
sion von AT¢-Rezeptoren einhergehen. Es gibt zudem hormonale Regulationsmecha-
nismen und Wachstumsfaktoren, welche die AT -Rezeptorexpression beeinflussen (42;
75). An glatten GefaBmuskelzellen fuhrten NO, Schilddrisenhormone, PGF, EGF, und
Ostrogene zu einer Verminderung der ATa-Rezeptorexpression (105), wahrend LDL,
Progesteron und Insulin sie erhdhen (siehe (124)).

Entsprechend seiner vielfaltigen Funktionen aktiviert Ang Il eine ganze Reihe von Sig-
nalkaskaden. Diese sind G-Protein vermittelt oder laufen Uber andere Wege. AT;-
Rezeptoren kdnnen unter anderem auch mit Tyrosinkinasen, FAK oder JAK interagie-
ren. Viele Effekte von Ang Il finden in glatten Muskelzellen statt. Da Gefalmuskelzellen
und ihre Funktion bei der Einstellung des Gefaldtonus in der vorliegenden Schrift im Mit-
telpunkt stehen, wird auf Signalwege eingegangen, die fur diese Funktion eine Rolle
spielen.

Die Agonist-AT1-Rezeptor-Interaktion aktiviert G-Proteine, deren Zielstrukturen Phos-
pholipasen (PLC, PLA,, PLD) sind. PLC produziert Diazylglyzerol (DAG) und Inositoltri-
phosphat (IP3), welches sarkoplasmatische Kalziumkanale 6ffnet und die zytoplasmati-
sche Kalziumkonzentration erhdht. Das Kalzium verbindet sich mit Calmodulin. Dieser
Komplex aktiviert die Myosinleichtkettenkinase (MLCK), wobei die Phosporylierung der
Leichtkette zur Verstarkung der Interaktion von Myosin und Aktin fihrt und damit den
kontraktilen Status erhoht (215).

Ein anderer wichtiger Weg fuhrt zur Hemmung des Gegenspielers der MLCK — der
Myosinleichtkettenphosphatase (MLCP), mit dem Ergebnis der Erhéhung der Kalzium-
sensitivitat des kontraktilen Apparates. Dieser Mechanismus spielt fur die Aufrechterhal-
tung der Kontraktion eine Rolle. Die MLCP kann via Rho-kinase und Proteinkinase
(PKC) gehemmt werden. Der Phosphoproteininhibitor CPI-17 hemmt auch die MLCP

10
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und wird unter anderem durch PKC-Signalwege aktiviert. Eine Ubersicht Uber weitere
Signalwege des ATi-Rezeptors, die fur die Kontraktion ebenfalls von Bedeutung sein
konnen, gibt Abbildung 1.5.

AT,-Rezeptoren

Uber die biochemischen und physiologischen Funktionen von AT,-Rezeptoren ist immer
noch verhaltnismalig wenig bekannt. AT,-Rezeptoren sind in der Fotalperiode stark
exprimiert, weshalb eine Beteiligung an Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen
angenommen wird (4; 62; 202). Postnatal nimmt die Expression des AT,-Rezeptors in-
nerhalb weniger Wochen ab und beschrankt sich auf bestimmte Organe und Gehirnre-
gionen (68; 203).

Moglicherweise ist in der Signalkaskade ein inhibitorisches G- Protein eingeschaltet,
welches vor allem Phosphatasen aktiviert. Diese kdnnen durch Dephosphorylierung die
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen hemmen, die eine wichtige Rolle bei der Proliferation
spielen. Ebenfalls kommt es zur Inaktivierung der ERK, zur Offnung von ,delayed recti-
fier" Kaliumkanalen und zur Inhibition von T-Typ-Kalziumkanalen (99).

AT,-Rezeptoren induzieren die Freisetzung zahlreicher Substanzen in Gefallen wie z.B.
Bradykinin oder NO und kénnen an Gefalden vasodilatatorisch wirken (25; 39; 64).

Die Lokalisation des AT2-Rezeptors in der Niere ist nicht gut untersucht. Es wird eine
entwicklungsabhangige Expression diskutiert. In situ-Hybridisierungsexperimente von
Shanmugam et al. (185) wiesen AT,-Rezeptoren nur in fetalen und unreifen Rattennie-
ren nach. In jungster Zeit gelang der immunhistochemische Nachweis des AT,-
Rezeptors in Glomeruli sowie proximalen und distalen Tubuli adulter Ratten (127; 187).
Die RT-PCR von isolierten afferenten Arteriolen zeigte, dass die AT,-mRNA in nur sehr
geringen Mengen in praglomerularen Gefalden von Ratten zu finden ist (144). Der AT,-
Rezeptor konnte nicht oder nur in geringem Ausmal in einigen Bindungsstudien nach-
gewiesen werden (3; 166; 182). In Glomeruli, Markstrahlen und der Medulla von Mau-

sen wurde dagegen Rezeptorprotein mittels fluoreszierender Antikdrper identifiziert (5).

11
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Abb. 1.5: Signalwege fur die Ang ll-induzierte Kontraktion. PC — Phosphatidylcholine, PIP, - Phosphati-
dylinositolbisphosphat, G — G-Protein, PLD — Phospholipase D, PLC — Phospholipase C, PLA, — Phos-
pholipase A,, PA — phosphatidische Saure, DAG — Diazylglycerol, IP; — Phosphatidylinositoltriphosphat,
AA — Arachidonsaure, LO — Lipoxygenase, Cyt p450 — Zytochromoxidase p450, COX — Zytochrom-c-
oxidase, LTs — Leukotriene, HETEs — ,Hydroxyeicosatetraenoic acid“, EETs - epoxyeicosatrienoic acid,
PGE, — Prostaglandin E,, PGl, — Prostaglandin I, (Prostazyklin), PGH, — Prostaglandin H,, TxA2 —
Thromboxan A2, ERK — ,extracellular signal-regulated kinases”, PKC — Proteinkinase C, CaM — Calmo-
dulin, NO- Stickstoffmonoxid, NOX1 — NADPH-oxidase 1, p22 - p22 Phagozytenoxidase (phox), p47 —
p47 phox, Rac1 - Ras-related-C3-Botulinumtoxinsubstrat 1, MLCK - Myosinleichtkettenkinase, MLCP —

Myosinleichtkettenphosphatase, ROS — ,reactive oxygen species®.

Interaktion von Endothelin- und Renin-Angiotensin-System

ET-1 und Ang Il haben eine Reihe von funktionellen Gemeinsamkeiten, zum Beispiel
hinsichtlich ihres vasokonstriktorischen Effektes, des fibroseinduzierenden Einflusses
auf Zellen und ihrer Rolle bei der Hypertoniepathogenese. In vivo-Experimente weisen
zudem auf Interaktionen beider Substanzen hin, die Gber eine rein additive Wirkung hi-
nausgehen (165). Das Renin-Angiotensin- und Endothelinsystem interagieren bei einer

Reihe von Hypertoniemodellen. Hemmung der ETa- und ETg-Rezeptoren durch Bosen-

12



1 Einleitung

tan verminderte den Ang Il induzierten Blutdruckanstieg in SHR und WKY-Ratten (11).
Salzreiche Diat allein oder in Kombination mit Ang Il erhohte die Endothelinausschei-
dung und ET-1 Immunreaktivitat im Kortex und in der duf3eren Medulla bei Sprague-
Dawley-Ratten (173). Ebenfalls in Sprague-Dawley-Ratten flihrte eine Ang II-
Behandlung (5 Tage) zur Erhéhung der ET-1 Expression in glattmuskularen Zellen
(158). Der Blutdruckanstieg wurde hier durch ETa- und AT -Antagonisten vermindert. In
einem ahnlichen Modell fuhrte eine Ang lI-Behandlung (2 Wochen) zum Anstieg der
renalen und mesenterialen ET-1- und ECE-Konzentration (12; 129). Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass ein Teil der Ang ll-Effekte durch das Endothelinsystem vermittelt
werden.

Ang Il stimuliert die ET-1- (prepro ET-1) und ECE-1-Synthese mdglicherweise durch
Modulation der Transkription beider Gene. Untersuchungen in Endothel- und glattmus-
kularen Zellkulturen zeigen, dass AT-Rezeptor induzierte Signalwege Uber AP-1/PKC
und ERKs dabei eine Rolle spielen (29; 76; 88; 92; 95; 165; 192).

ET-1 hemmmt die Sekretion von Renin aus juxtaglomerularen Zellen der Niere. Dieser
Effekt konnte sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt werden (2; 14; 111; 128). Poten-
tielle Signalwege dieser ET-1-Aktion schlieRen ETa- und ETg-Rezeptoren ein, welche
die intrazellulare Kalziumkonzentration erhdhen (via ETa) und damit die Reninsekretion
hemmen (74). ETg-Rezeptoren konnen die NO-Freisetzung stimulieren und hemmen
somit die Reninfreisetzung (170). Ein anderer moglicher Weg verlauft Uber die Aktivie-
rung der PKC (siehe auch (165)).

1.3 Stickstoffmonoxidsystem

Stickstoffmonoxid (NO) (56) wird im Wesentlichen durch die drei Isoformen der Stick-
stoffmonoxidsynthase (NOS) gebildet, namlich den beiden konstitutiven Formen der
endothelialen (eNOS) und neuronalen NOS (nNOS), sowie der induzierbaren NOS (iN-
OS). NO ist ein farbloses Gas mit einem Molekulargewicht von ca 30 Da. Die Halbwert-
szeit betragt im Schnitt nur wenige Sekunden (122).

NO hat eine ganze Reihe von Funktionen. Es spielt unter anderem eine Rolle bei der
Gedachtnisbildung durch Verstarkung der Langzeitpotenzierung (53), moduliert den
TGF (151), beeinflusst die Reninfreisetzung (151) (hnNOS-Effekte) und ist ein wichtiger
Faktor bei der Regulation der GefalRweite (eNOS) (56).

13
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NO ensteht, indem die semi-essentielle Aminosaure L-Arginin durch die NOS zu L-
Citrullin und NO verstoffwechselt wird (9).

Der grundsatzliche biologische Unterschied der NOS-Isoformen besteht darin, dass die
konstitutiven NOS durch biologische Stimuli NO nur Uber einen begrenzten Zeitraum
von Sekunden und in der Grélienordnung von picomolaren Konzentrationen synthetisie-
ren, wahrend die INOS nach der Induktion in der Lage sind, uber Stunden bis Tage NO
in nanomolaren, also wenigstens drei Zehnerpotenzen hoheren Konzentrationen, zu
produzieren (153). Die konstitutiv exprimierten Isoformen sind dabei Calmodulin-
abhangig, unterliegen also einer Kontrolle durch den intrazellularen Kalzium-
Stoffwechsel (115).

Die eNOS ist funktionell mit der Regulation der lokalen und systemischen Hamodyna-
mik verbunden. Die NO-Effekte werden Uberwiegend durch eine Aktivierung der 10sli-
chen Form der Guanylatcyclase und Anstieg der intrazellularen cGMP-Konzentration in
den glatten Muskelzellen der GefalRe vermittelt. NO wirkt also auf den Gefaldtonus
durch Bildung von cGMP, welches phosphorylierende Enzyme aktiviert. Die Mechanis-
men, die zur Gefaldilatation fuhren sind vielfaltig und reduzieren im Ergebnis die zyto-
solische Kalziumkonzentration. Dazu gehdren die Stimulation der Kalziumpumpe und
der Na*-Ca®*-Austauscher an der Plasmamembran (57) sowie ein Anstieg der Aktivitét
der sarkoplasmatischen Kalziumpumpe (30). Ein anderer Signalweg betrifft die cGMP-
abhangige Proteinkinase (PKG), welche kalziumaktivierte Kaliumkanale (BK(Ca)) akti-
viert, hyperpolarisiert und damit GefaRmuskelzellen relaxiert (67). Die dilatative Wirkung
von NO/cGMP ist aber auch mit einer Verminderung der Kalziumsensitivitat des kont-
raktilen Apparates verbunden (20; 175).

Die iINOS, welche zunachst in Makrophagen entdeckt wurde (191), kann in vielen Kor-
perzellen exprimiert werden. Die NO-Synthese erfolgt offensichtlich nur nach Stimulati-
on, z.B. durch LPS und Zytokine. NO, das von der iNOS produziert wird, spielt unter
verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen eine Rolle.
Dies schlie3t sowohl die Blutdruckregulation, als auch Entzindungen, Infektionen und
die Entstehung maligner Erkrankungen ein. Die iINOS ist ein Mediator unspezifischer
Abwehr und hat flr die Bekampfung von Bakterien, Viren und Parasiten Bedeutung
(119).

Wahrend iNOS und nNOS nur zytosolisch lokalisiert sind, kommt die eNOS sowohl zy-

tosolisch als auch membrangebunden vor. Die iINOS ist im Gegensatz zu den anderen

14



1 Einleitung

Formen nicht Kalzium/Calmodulin-abhangig. In der Niere ist die eNOS unter anderem
im Endothel der Nierenarterien und Arteriolen (8; 91) und die nNOS vorrangig in der
Macula densa exprimiert (9). Die iNOS ist unter physiologischen Bedingungen nur ge-
ring exprimiert und findet sich in infiltrierenden Makrophagen, Tubuluszellen und in Me-

sangialzellen.

Regulation der Expression und Interaktion mit dem Endothelinsystem

Der Genlokus der NOS-Isoformen ist verschieden. Die eNOS wird auf Chromosom 7,
NNOS auf Chromosom 12 und iNOS auf Chromosom 17 codiert. Das Molekulargwicht
der NOS betragt 130000-160000 Da.

Obwohl eNOS und nNOS als konstitutiv exprimierte NOS-Isoformen bekannt sind, un-
terliegt ihre Expression verschiedenen Einflul3faktoren. Fur das eNOS-Gen sind con-
census sites fur die Kontrolle durch AP-1, AP-2, NF-1 und acute phase reactants sowie
durch Scherkraft vorhanden. Experimentelle Befunde deuten auf eine Erhdhung des
Transkripts durch Scherkrafte (137), physische Aktivitat (184) und Hypoxie hin. TNF-a
vermindert die eNOS-Expression durch Verminderung der RNA-Stabilitat (219). Die Er-
gebnisse zur Rolle von Ostrogenen sind widerspriichlich (6; 110). Scherkraft und Endo-
thelzellproliferation sind die starken Einflussfaktoren, die ihre Wirkung Uber die trans-
kriptionelle und postranskriptionelle Mechanismen entfalten.

Die Aktivitatsmodifikation der eNOS hat moglicherweise eine groliere Bedeutung als die
Kontrolle der Transkription/Translation flr die NO-Produktion (7). Posttranslationelle
Mechanismen, wie zum Beispiel eNOS-Phosphorylierung, sind daran beteiligt und ver-
mitteln auch akute Scherkraftwirkungen (126). Die raumliche Beziehung zu Caveolae
der Zellmembran moduliert ebenfalls die Aktivitat der eNOS. Das Enzym interagiert mit
Caveolin-1, das einen hemmenden EinfluR ausiibt. Dieser Effekt wird durch Ca*'-
Calmodulin aufgehoben, ist ein wesentlicher Teil des Signalweges verschiedener Ago-
nisten an Endothelzellen und wird auch bei der Scherkraft-induzierten vermehrten Frei-
setzung von NO diskutiert (125).

Hohe ET-1-Konzentrationen kdnnen die endotheliale NO-Produktion tber eine isoform-
spezifische PKC-vermittelte Hemmung der eNOS-Expression in humanen endothelialen
Zellen der V. saphena vermindern (159). In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass

ET-1 die Expression von Caveolin-1 and eNOS verringert. BQ788, ein ETs-
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Rezeptorantagonist, und das radikalvermindernde Apocynin unterdrucken die ET-1-
Wirkung (40).

Wie schon erwahnt, wird die iNOS vorrangig nach Stimulation exprimiert. Zu den Stimu-
latoren zahlen Interleukin-1, Interferon-y, TNF-o,, cAMP, cGMP, NFxB, wahrend eine
hemmende Wirkung fur NO und Glukokortikoide beschrieben wurde. Mechanismen der

Genregulation schlieen Transkriptions- und mRNA-Stabilitatsmodulation ein.

1.4 Regulation der Nierendurchblutung

Autoregulation der Nierendurchblutung

Die Nieren (2 % der Kdérpermasse) erhalten 25 % des Herzminutenvolumens. Dieser
betrachtliche Blutfluld wird durch den systemischen Blutdruck getrieben. Die Autoregula-
tion der Nierendurchblutung, d.h. Aufrechterhaltung stabiler Perfusion und stabilen Dru-
ckes, bei wechselnden systemischen Blutdricken, ermdglicht eine konstante Filtrations-
rate und damit Resorption wichtiger Elektrolyte (32).

An der Regulation der Nierendurchblutung sind verschiedene Systeme beteiligt. Dazu
gehoren systemische Komponenten wie das Renin-Angiotensin-System, Vasopressin,
efferente sympathische Aktivitat, sowie die natriuretischen Peptide ANP, BNP, CNP,
lokale oder parakrine Komponenten wie Faktoren aus dem Endothel (NO, Endothelin,
Arachidonsaurederivate) und lokale Renin-Angiotensin-Systeme (135). Der renale Per-
fusionsdruck stellt ebenfalls einen Regulationsfaktor dar (32). Obwohl die regulatorische
Potenz dieser Systeme in vielen Untersuchungen gezeigt wurde, sind sie letztlich der
Autoregulation untergeordnet.

An der renalen Autoregulation sind drei Mechanismen beteiligt: eine schnelle myogene
Antwort der glatten Muskulatur der Nierengefal3e (insbesondere der afferenten Arterio-
len)(81; 100), die tubuloglomerulare Rickkopplung (179), sowie ein vermutlich metabo-
lisch getriebener Einfluld auf die Gefallweite (101; 183).

Rolle des Renin-Angiotensin-, Endothelin und Stickoxidsystems

Ang Il konstringiert die renalen Arterien und Arteriolen dosis- bzw. konzentrationsab-
hangig (4; 145; 147; 148), erhoht damit den totalen Widerstand der Niere und vermin-
dert die Nierendurchblutung (109; 136; 164). Diese experimentellen Befunde weisen auf

eine wichtige Rolle von Ang Il bei der Regulation von Nierendurchblutung und Filtration
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hin. Quellen des Ang Il sind das systemische ,klassische“ Renin-Angiotensin |I-System
und lokale Systeme. Renin wird durch sympathische Aktivierung, den intrarenalen
Drucksensormechanismus bzw. durch Signale von Macula densa Zellen (Prostaglandi-
ne) - bei chronisch niedrigen NaCl-Konzentrationen im distalen Tubulus — aus den jux-
taglomerularen Zellen der afferenten Arteriole freigesetzt (181). Die Reninfreisetzung
wird durch negative Ruckkopplungsmechanismen begrenzt: Ang Il, ein hoherer Blut-
druck, Erhéhung der NaCl-Bestandes und Zunahme des extrazellularen Volumens ver-
mindern die Renifreisetzung (181).

Die Ang ll-induzierte Gefal3konstriktion in der Niere wird Uber AT -Rezeptoren vermit-
telt. Parallele NO-Freisetzung dampft die konstriktorische Wirkung wie in Modellen iso-
liert perfundierter Arterien und Arteriolen der Niere gezeigt wurde (146; 155; 199). Mog-
licherweise wird aber auch durch Aktivierung des AT,-Rezeptors NO in der Niere frei-
gesetzt, wie es andere Studien unter Verwendung einer renalen Dialysemethode be-
schrieben (25; 188).

Ang Il moduliert den TGF, der eine Verbindung zwischen der NaCl-Konzentration/Be-
ladung des distalen Tubulus, als Ergebnis von glomerularer Filtrationsrate (GFR) und
Resorptionrate, und dem Kontraktionzustand der afferenten Arteriole herstellt. Erhohte
Konzentration/Beladung mit NaCl fuhrt zur Kontraktion der afferenten Arteriole und da-
mit Reduktion der GFR. Damit konnen kurzfristig NaCl-Verluste vermieden werden
(179). Transmitter zwischen den Sensorzellen des distalen Tubulus (Macula densa) und
den glattmuskularen Zellen der afferenten Arteriole sind Adenosine und ATP (15; 77;
78; 113). Die Mehrzahl der experimentellen Arbeiten sprechen flr eine synergistische
und mehr als additive Wirkung von Ang Il auf den TGF bzw. die Adenosinwirkung an
der afferenten Arteriole (77; 114; 213). ATia-Rezeptor-Defizit oder AT;-Rezeptor-
Inhibition gehen mit vermindertem TGF unter in vitro-Bedingungen einher (180; 213).
Die Befunde unterstreichen die grole Bedeutung von Ang Il fir den TGF und die renale
Autoregulation.

Exogen zugefuhrtes ET-1 fuhrt ebenfalls zu einer Verminderung von renalem Blutfluf
und GFR (23; 103; 104; 154; 205). Diese Eigenschaft wird als pathogenetischer Faktor
fur chronisches Nierenversagen angesehen (19; 22; 43; 63; 117). Daflr spricht auch,
dal} selektive ETa-Rezeptorinhibition oder nichtselektive ET-Rezeptorblockade die ein-
geschrankte Nierendurchblutung verbessert (26; 123; 140). ETg-Rezeptoren-Blockade
verstarkt dagegen eher ET-1-bedingte Gefal3- und Perfusionsveranderungen (123). ET-
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1-Effekte auf die renale Hamodynamik sind speziesspezifisch: Wahrend eine ETg-
Rezeptorblockade bei Ratten eher geringe Auswirkungen auf den Blutflu® hat, kommt
es beim Menschen zu einer deutlichen Vasokonstriktion. ETg-Rezeptoren haben offen-
sichtlich einen Einflul3 auf den (Ruhe)Gefaldtonus bei Menschen (63).

Zwei ET-Rezeptorsubtypen mit multiplen Funktionen sowie deren ungleiche Expression
in vaskularen glatten Muskelzellen und Endothelzellen sind ein Grund fur Schwierigkei-
ten bei der Interpretation von ET-1-Effekten in verschiedenen experimentellen Model-
len. Es wurde schon oben erwahnt, dass auch homologe oder heterologe Rezeptordi-
merisationen in diesem Zusammenhang von Bedeutung sein kdnnen. Funktionelle und
histologischen Studien weisen auf konstriktorische Effekte von ETa- und ETg-
Rezeptoren in glatten Gefalmuskeln hin (54; 214). ETg-Rezeptoren werden aber auch
in Endothelzellen exprimiert und sind hier vasodilatorisch wirksam (214). Der dialatato-
rische Effekt wird vermutlich durch NO und Prostaglandine vermittelt (141) Die differen-
tielle ET-Rezeptorexpression im Vergleich von afferenten und efferenten Arteriolen ist
Ursache unterschiedlicher Wirkung von ET-1 auf beide Gefal3typen und damit auf die
GFR. Allerding sind die dazu erhobenen Befunde in der Literatur widersprichlich, so-
wohl Erhéhungen als Erniedrigungen der GFR wurden beobachtet (48; 94; 116; 121).
Endothelin hat einen Einflud auf die renale Autoregulation. Blockade des ETg-
Rezeptors fuhrte bei Ratten zu einer Verstarkung der myogenen Komponente (186).
Hinsichtlich moglicher ET-1-Wirkungen auf den TGF liegen keine eindeutige Daten vor
(163; 193).

Wichtige Gegenspieler vasokonstriktorischer Aktivitat von Agonisten in der Niere sind
die konstitutiven NO-Systeme. NO dilatiert renale Gefalle. Es gibt sowohl eine tonische
Komponente als auch Agonist-induzierte NO-Freisetzungen in renalen Gefalden (13; 90;
96; 97). Sowohl Ang Il als auch ET-1 kénnen Uber AT4-, AT,- bzw. ETg-Rezeptoren ei-
gene konstrikorische Effekte durch Erhdhung der NO-Bioverfligbarkeit im Gefald balan-
cieren (90; 146). Im Bereich des juxtaglomerularen Apparates der Niere respektive der
glomerularen Arteriolen sind sowohl die eNOS als auch nNOS an der Generierung von
NO und Einstellung des Gefaldtonus beteiligt (148). Insbesondere von der nNOS produ-
ziertes NO aus den Macula densa-Zellen moduliert den TGF im Sinne einer Abschwa-
chung. Die Regulationsmechanismen der NO-Freisetzung hierbei sind im Detail noch
nicht bekannt (17; 178; 200).
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1.5 Herleitung der Fragestellung

Die Literaturlbersicht zeigt, dass das Renin-Angiotensin-, Endothelin- und NO-System
und deren Interaktion flr die Autoregulation und Modifikation der Nierendurchblutung
wichtig sind. Dabei spielen nicht nur synergistische und antagonistische Funktionen bei
der Einstellung von Gefal3tonus und -reaktivitat eine Rolle. Es gibt vielmehr auch Hin-

weise auf gegenseitige Beeinflussungen der Expression von Rezeptoren und Enzymen.

Im Rahmen eines Projektes zur Untersuchung der physiologischen Rolle des Endothe-
linsystems bei der Regulation glomerularer Arteriolen werden ETg-Rezeptor-defiziente
Mause (142) als ein Modell zur Untersuchung von Rezeptorfunktionen an diesen Gefa-

Ren verwendet.

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass ein (angeborenes) ETg-Rezeptor-Defizit die
Expression der ET-1-Gewebekonzentration in der Niere, die Expression von ETa-, An-
giotensin-Rezeptoren sowie von NOS-Isoformen in den glomerularen Arteriolen veran-
dert. Dies ist Gegenstand der vorliegenden Schrift. Kenntnisse Uber die erwarteten
Genexpressionsanderungen sind fur die Interpretation funktioneller Untersuchungen an

Gefallen notwendig.

Daraus werden folgende Aufgabenstellungen abgeleitet:

1. Etablierung einer Methode zur Gewinnung einer adaquaten Menge und Qualitat
glomerularen Arteriolen (afferente Arteriolen).

2. Uberprifung der Verwendbarkeit der Methode fiir die quantitative Bestimmung
der Expression auf mRNA- und Protein-Ebene.

3. Bestimmung der mRNA-Expression fur die relevanten Gene in ETg-defizienten
Mausen und Wildtypen mit real-time-RT-PCR

4. Bestimmung der Protein-Expression flr die relevanten Gene in ETg-defizienten

Mausen und Wildtypen mittels Western-Blot
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2 Methoden

2.1 Versuchstiere

Es wurden C57BL6-Mause im Alter von ca. 6 Monaten (25-30 g Koérpermasse) fur die
methodischen Arbeiten zu den Eisenoxideffekten bei der Isolation von afferenten Arte-
riolen verwendet. Die Bestimmung der Gen-Expression erfolgte an genetisch verander-
ten mannlichen und weiblichen Mausen (rescued ETB-knock out-Mause) und Wildtypen
(Kérpermasse 20-25g). Alle Mause lebten in Kafighaltung mit einem geregelten Hell-
Dunkel-Rhythmus und erhielten Trockenfutter und Wasser ad libitum. Samtliche Tierex-
perimente fanden unter Berucksichtigung des Tierschutzgesetzes vom 01.01.1987, he-
rausgegeben vom Bundesministerium der Justiz, statt. Die Tiertétung wurde durch das
LAGESO (Landesamt fur Gesundheit und Soziales Berlin, T 003/06) genehmigt. Die
,Grundsatze der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ wurden beach-
tet.

2.2 ETg-knock out-Modell

Die DNA der ETg-Rezeptorproteine besteht aus einem Promoter und 8 Exons, die fur
ein funktionelles ETg-Rezeptorprotein kodieren. Bei der Herstellung des knock-out-
Modells erfolgt eine Deletion von Exon 3 und Exon 4. Die Enden von Exon 2 und Exon
5 werden miteinander verbunden. Das durch Transkription und Translation exrimierte
Protein fuhrt in allen Geweben zu einem funktionslosen ETg-Rezeptor. ETg-Rezeptor-
Defizit geht unter anderem mit einem Megakolon (,Hirschsprung Disease®) einher (89).
Die Tiere uberleben nur einige Tage. Um die Entstehung eines Megakolons zu verhin-
dern, wurde in die genomische DNA ein ,rescue” durch Einkreuzen transgener Tiere
eingebaut. Dieser besteht aus einem Dopamin-R-Hydoroxylase-Promotor mit den Se-
quenzen von Exon 1-Exon 8. Die Introns zwischen den Exons wurden deletiert (Abb.
2.1). Dieser Dopamin-R-Hydroxylase-Promotor wird nur in Zellen des autonomen Ner-
vensystems aktiviert, so dass dort ein funktioneller ETg-Rezeptor exprimiert wird, der
die Ausbildung des Megakolons verhindert. In den Endothelzellen u.a. der glomerularen

Arteriolen wird nur der funktionslose ETg-Rezeptor exprimiert (59; 142).
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Abb. 2.1: Grafische Darstellung der Bildung des knock out-Modells. Nach der Deletion von Exon 3 und
Exon 4 aus den ETg-Rezeptoren in der genomischen DNA kommt es zur Ausbildung zu einem funktions-
untiichtigen ETg-Rezeptors in alle Geweben. Das fuhrt zur Ausbildung eines Megacolons (Morbus
Hirschsprung) und somit zu einer verkirzten Lebensdauer der transgenen knock out-Mausen. Durch den
Einbau von einem ,rescue” in der genomischen DNA, welcher einen gewebsspezifischen Promotor mit
der kompletten ETg-Rezeptor-cDNA besitzt, ist die Ausbildung von einem ETg-Rezeptor in bestimmten
Geweben gewahrleistet. Es kommt u.a. nicht zu einer Ausbildung eines Megacolons. (Abb. mit freundli-

cher Genehmigung durch Dr. Andreas Steege).

2.3 Evaluation der Eisenoxid-Isolation

2.3.1 Modell der Eisenoxid-perfundierten Aorta abdominalis

Zur Abschatzung des methodischen Einflusses, den die auf Eisenoxid basierende Me-
thode zur Isolation von praglomerularen GefalRen aus der Mausniere ausubt, wurden
funktionelle Messungen und Expressionsuntersuchungen an Aorten sowie histologische
Untersuchungen des Nierengewebes (Arteriolen) durchgeflhrt. Da es keine Moglichkeit
gibt, glomerulare Arteriolen ohne Eisenoxid zu isolieren, wurde ein Modell an grof3en
Gefallen entwickelt, welche alternativ mit und ohne Eisenoxid isoliert und deren Funkti-
on und Genexpression analysiert werden konnen. Die Aorta abdominales diente als

Versuchsmodell.
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Die Versuchstiere wurden narkotisiert und durch zervikale Translokation getotet. Nach
einer Laparotomie wurde die Aorta freigelegt, unterhalb der Nieren abgebunden und der
Brustkorb eroffnet. Mit einer Kanule wurde in die linke Herzkammer eingestochen und
20 ml reine PBS-L&sung (Biochrom AG, D) perfundiert. Durch Offnen der Vena cava im
Lumbalbereich erfolgte ein Auswaschen des Blutes der Maus. Nach der PBS-Perfusion
wurde die Eisenoxidlésung (Zusammensetzung siehe 2.3.1) perfundiert.

In der Kontrollgruppe wurde eine gleiche Losung, aber ohne Eisenoxid, perfundiert.

Zusammensetzung der Eisenoxidlosung:

50 ml PBS
5g Eisenoxid-Pulver (Fa. Serva, D)
59 Albumin (bovines Serumalbumin,SERVA, D)

2.3.2 Gewebegewinnung
Die praparierten Aorten wurden fir die spatere RNA-Isolation in einem Eppendorf-
Gefal mit 1000 ml TRIZOL®-Reagenz (Biozol, D) eingebracht, mittels fliissigen Stick-

stoffs schockgefroren und anschlief3end bei —80°C gelagert.

2.3.3 Funktionelle Testung der Endothelfunktion von Aortenringen

Die Aorten wurden hinsichtlich ihrer Dilatationsfahigkeit untersucht. Als Methode zur in
vitro-Messung der Gefallkontraktion bzw. -dilatation diente der von Mulvany und Hal-
pern entwickelte Myograph (131). Zum Einsatz kam ein automatisierter Myograph Mo-
dell 500A (J.P.Trading, Aarhus, Danemark).

Aortensegmente von ca. 2 mm Lange wurden mittels zweier Wolframdrahte (Durch-
messer 40um) im Myographen befestigt. Die Drahte waren auf der einen Seite mit ei-
nem Mikrometer-Schrittmotor, auf der anderen Seite mit einem Kraftaufnehmer gekop-
pelt (Abb. 1.3).

Vor der eigentlichen Untersuchung wurde ein auf einem Langen-Spannungs-Verhaltnis
beruhendes Normalisierungsprotokoll durchgefihrt. Es diente dazu, eine dem physiolo-
gischen intravaskularen Druck von 100mmHg entsprechende Vordehnung des Gefalies

Zu erzeugen.
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung eines Myographen (Modell 500A, J.P.Trading, Aarhus, Danemark)

Versuchsprotokoll

Nach dem Einspannen der Gefaliringe in den Myographen wurde die Krebs-Henseleit-
Puffer-Lésung (K-H-P) auf 37°C erwarmt und eine gleichmafRige Karbogenzufuhr (95 %
02, 5% CO;) gewahrleistet. Dies fuhrte zur Pufferbildung, zu konstanten pH-Wert-
Bedingungen (pH 7,4) und ausreichender Oxygenierung der Gefal3e.

Danach wurde die Normalisierung durchgefuhrt. Es folgte eine Stabilisierungsphase von
vierzig Minuten mit zweimaligem Austausch des K-H-P. Die Aortenringe wurden dann
mit KCI (100mol/l) (Carl Roth GmbH, D) stimuliert und die Depolarisationkontraktion
gemessen. Dies diente der Testung der Gefalintegritat. Nach Auswaschen wurde mit
Phenylephrin (10" °M) (Sigma Aldrich Chemie GmbH, D) auf etwa 50 % der KCI-
Kontraktion vorkontrahiert. Die Applikation von Acetylcholin (10°M) (Sigma Aldrich
Chemie GmbH, D) zur Testung der Endothel-abhangigen Dilatation erfolgte bei Errei-

chen eines Kontraktionsplateaus.

Zusammensetzung des K-P-H-Puffers:

NaCl 112 mM (Carl Roth GmbH, D)

KCL 4, 9 mM (Carl Roth GmbH, D)
CaCl, 2, 5 mM (Sigma Aldrich Chemie, D)
MgSO47H,0 1,2 mM (Carl Roth GmbH, D)
KoPO4 1,19 mM (Carl Roth GmbH, D)
NaHCO; 24,67 mM (Carl Roth GmbH, D)
Glukose 11,5 mM (Merck, D)
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Datenerfassung und Analyse

Fir die Datenaufzeichnung stand ein PowerLab System (ADinstruments GmbH, D) zur
Verfigung. Die Analyse der Daten Ubernahm das Programm XmAna (programmiert von
Dr. Harald M. Staul}). Zur statistischen und graphischen Aufbereitung der Ergebnisse

diente das Tabellen- und Kalkulationsprogramm Excel (Microsoft Corporation).

2.3.4 Expression von Markergenen des Endothels

RNA-Isolierung mittels TRIZOL®-Reagenz

Mit Hilfe von TRIZOL®-Reagenz wurde die gesamte RNA aus den isolierten Aorten ge-
wonnen. TRIZOL®-Reagenz filhrt durch Proteindenatuierung zur Lyse von Zellen und
Zellkompartimenten, so dass die RNA zuganglich wird. Durch Zusatz von Chloroform
(Carl Roth, D) und Zentrifugieren wird das Zelllysat in eine wassrige Phase, eine Inter-
phase und eine organische Phase aufgetrennt. In der wassrigen Phase befindet sich die
RNA, die durch Zusatz von Isopropanol (Carl Roth, D) ausgefallt wird.

Die isolierten praglomerularen Gefalle wurden in ein Reaktionsgefald mit 1000ul TRI-
ZOL®-Reagenz gegeben, 200ul Chloroform (Carl Roth, D) hinzugefiigt und die Probe
gevortext, bis eine homogene milchige Lésung entstand. Nach einer 3-minltigen Inku-
bation bei Raumtemperatur wurde bei 12000*g 15 Minuten zentrifugiert. Die Temperatur
in der Zentrifuge (Sigma, D) betrug 4°C, um die RNAase-Aktivitat gering zu halten. Die
wassrige Phase wurde nach dem Zentrifugieren in ein neues Reaktionsgefal® dberfuhrt
und mit 500ul Isopropanol zur Fallung der RNA versetzt. Dieser Schritt diente der RNA-
Prazipitation. Nach einer 10-minutigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde er-
neut 15 Minuten lang mit 15000*g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das
abgesetzte Pellet wurde mit 75 % Ethanol in DEPC-H,O (500ul) gewaschen, kurz ge-
vortext und erneut fiir 5 Minuten bei 75000*g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpi-
pettiert und verworfen. Dann erfolgte die Lufttrocknung des Pellets, welches in 10yl

DEPC-H,0 aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert wurde.

Photometrische Bestimmung des RNA-Gehaltes

1ul der Probe wurden in eine Kiivette gegeben, mit DEPC-H,O auf 50ul verdinnt und
die Extinktion bei A=260nm (spezifische Wellenlange fur Nukleinsduren) und
A =280nm (spezifische Wellenlange fur Proteine) in einem Photometer (Analytical In-

struments, USA) gemessen. Der RNA-Gehalt wurde errechnet, indem die Extinktion bei
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A = 260nm mit dem Verdunnungsfaktor (1:50) und dem Extinktionskoeffizienten fiur RNA
(40 pg/ml) multipliziert wurde. Dies ergab den RNA-Gehalt in ug/ml. Das Verhaltnis der
Extinktion A =260 zur Extinktion A =280 wurde ermittelt, um den Reinheitsgrad der
RNA zu uberprifen. Bei einem Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 war die Reinheit der
RNA ausreichend.

Mit DEPC-H,O wurde die RNA-Konzentration in den Proben anschlieRend auf 1pg/ul
eingestellt und bei -80°C gelagert.

DNA-Synthese (Reverse Transkription)

Die reverse Transkription diente der cONA-Synthese an einer RNA-Matritze. Fir diese
Versuche wurde SuperScript™ Il reverse Transkriptase (Invitrogen, D) eingesetzt.

In einem ersten Schritt wurden durch Erhitzen der RNA die Sekundarstrukturen aufge-
|6st und Primer (MWG- Biotech AG, D) an die RNA gebunden. Als Primer dienten ran-
dom-Hexamere, ein Gemisch von Hexanucleotiden unterschiedlicher Sequenzen, die

sich zufallig an die RNA binden. Folgender Ansatz wurde pipettiert:

RNA 1 ug
Random Hexamere (50 ng) 1 ul
dNTP Mix (je 10mM) 1 ul
DEPC-H;0 7 ul

Dieser Ansatz wurde 5min auf 65°C erhitzt und anschlieRend 2 min auf Eis gekuhlt. Im
zweiten Schritt wurde die cDNA synthetisiert. Dazu wurden dem obigen Ansatz folgen-

de Komponenten zugesetzt.

5x First- Stand Buffer 4 ul
0,1 MDTT 2 ul
RNase OUT ™ (40U/pl) 1 ul
SuperScript™ Il RT (200U) 1l

Dieser Ansatz wurde 10min bei 25°C und 50 min bei 42°C inkubiert. Eine Temperatur-

erhdhung auf 70°C fur 15 min stoppte die Reaktion. Anschlieend wurden die Proben
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mit DEPC-H,O auf 20 ng cDNA/uI eingestellt. Die Lagerung bis zur weiteren Verwen-
dung erfolgte bei -20°C.

Real-time PCR

Die real-time PCR ermoglicht eine Vervielfaltigung von beliebigen DNA-Sequenzen. Als
Matrize der Polymerasenkettenreaktion (PCR) wurden spezifische intronuberspannende
Primerpaare fur eNOS, PECAM-1, Edn-1 (ET-1), und 3-Aktin verwendet. [3-Aktin ist un-
ter den gegebenen Bedingungen in konstanter Menge vorhanden und kann damit zur
indirekten Quantifizierung der jeweiligen Rezeptor-mRNA eingesetzt werden. SYBR®
Green (Applied Biosystems, USA) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in doppelstrangige
Nukleinsauremolekule interkaliert und bei Anregung Licht emittiert. Die Lichtintensitat ist
ein Mal} fur die Menge an doppelstrangiger DNA. Die quantitative PCR wurde mit dem
GeneAmp® 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, USA) durchgefiihrt.
Es wurden jeweils drei Ansatze mit der gleichen cDNA-Matrize pipettiert. Wasser diente

als Negativprobe.

Liste der verwendeten Primer

gene bank ac- | Primer

cess number

NM_001032378 | PECAM-1 vorwarts: 5-TGA AGG AGT TTT CCT CAG CCT
GGA G-3'
PECAM-1 ruckwarts: 5-GCC TCA GTC GGC AGA CAA GAT
GCT-3

NM_010104 Edn-1 vorwarts: 5-GGG CCC TGA GTT CTT TTC CTG
CTT-3
Edn-1 rickwarts: 5-AGT TAG ATG TCA GTG CGC TCA
CCA AA-3

NM_008713 eNOS vorwarts:  5-GTT TGT CTG CGG CGA TGT C-3’
eNOS ruckwarts: 5-CAT GCC GCC CTC TGT TG-3’

NM_007393 R-Aktin vorwarts:  5-CAC CCG CGA GCA CAG CTT CTT T-3
(3-Aktin ruckwarts: 5-AAT ACA GCC CGG GGA GCATC-3
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Der PCR- Ansatz bestand aus folgenden Substanzen

SYBR® Green PCR Master Mix 12,5 Ml

Primer vorwarts 1l

Primer ruckwarts 1l

cDNA 1ul=20ng
DEPC- H;O 9,5 ul

Der Ansatz wurde 2 min bei 50°C erwarmt. Die initiale Denaturierungsphase erfolgte 10
min bei 95°C. Die cDNA in 45 Zyklen amplifiziert. Zeiten und Temperaturen sind vorher

fur die einzelnen Gene optimiert worden.

Auswertung der PCR

Mit der GeneAmp®5700 SDS Software Version1.3 (Applied Biosystems, USA) erfolgte
die Auswertung der PCR. Aus der gemessenen Emission von SYBR® Green wurden
Amplifikationskurven erstellt. Durch Einsetzen eines Schwellenniveaus durch den linea-
ren Anstieg der Amplifikationskurven konnten die Cr-Werte (Schnittpunkt des Schwel-
lenniveaus mit der Amplifikationskurve) ermittelt werden (griine Linie in Abb .2.3). Sie
entsprechen der Anzahl an Zyklen, die notwendig sind, um ein konstant definiertes
Fluoreszenzniveau zu erreichen. Die Differenz der Cr-Werte der einzelnen gemessenen
Gene und des Ct-Wertes von [3-Aktin liefert die ACt-Werte (siehe Abb. 2.3). Diese sind

ein Mal} fur die relative mRNA-Menge der untersuchten Gene.
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Abb. 2.3: Darstellung der Amplifikationskurven eines Genes (rechte Kurvenschar) im Vergleich mit [3-
Aktin (linke Kurvenschar, Originalabbildung aus dem Softwareprogramm GeneAmp®5700). Die Differenz
zwischen den CT-Werten der einzelnen Gene und des Referenzgens [3-Aktin liefert die AC+-Werte (delta
CT).

2.3.5 Histologische Aufarbeitung der praglomerularen Gefalde
Fir die histologischen Untersuchungen wurden die Nieren nach der Perfusion mit Ei-
senoxidldsung (siehe Abschnitt 2.3.1) enthnommen und aufgearbeitet. Die Nieren wur-

den langs geteilt und fixiert.

Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Um die in 3 % Paraformaldehydlésung fixierten Gewebestlicke in Paraffin einzubetten
zu konnen, wurde eine Entwasserung mit aufsteigenden Ethanolverdinnungen durch-
gefuhrt. Die Entwasserung wurde durch Behandlung erreicht. Dies erfolgte schrittweise
von 50 % bis 100 % aufwarts. Ethanol wurde anschlieRend durch das Intermedium Xy-
lol und dieses schliellich durch flissiges Paraffin ersetzt, das nach Abkuhlung aushar-
tet.

Um den Gewebeblock in eine Konsistenz zu Uberflhren, die hart genug fur die Herstel-

lung von dinnen Schnitten ist, hartete er 12 Stunden aus. Der Block wurde zum
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Schneiden in einem Leica-Paraffinmikrotom eingespannt und auf 3 um Dicke geschnit-
ten. Die Paraffinschnitte wurden auf Glasobjekttrager aufgebracht. Vor dem Farben, das
meist in wassrigen Losungen stattfindet, wurde das Paraffin mittels Xylol aus den
Schnitten herausgelost (Entparaffinieren).

Die Farbung erfolgte mit dem dem basischen Farbstoff Hamatoxylin (Kerne blau), sowie

in dem sauren Farbstoff Eosin (rotes Zytoplasma).

Semidunnschnitte

Die geschnittenen Nierensticke wurden in 1,5 % Glutardialdehyd (feine Vernetzung und
starke Denaturierung der Proteine), 1,5 % Formaldehyd und PBS immersionsfixiert.
Nach der Entwasserung in der aufsteigenden Alkoholreihe erfolgte die Einbettung der
jeweiligen Nierenstiicke in Epoxidharz (Epon®). Von den so eingebetteten Nierenstii-
cken wurden 0,5 -1 ym dicke Semidlunnschnitte am Leica-Microtom mit einem Glas-
messer angefertigt, in destilliertem Wasser aufgefangen und auf Objekttrager aufgezo-
gen. Nach der Trocknung wurden die Semidunnschnitte mit 1 %iger Methylenblau- und

1 %iger Azur-lI-Lésung (Verhaltnis 1:1) gefarbt (Farbung nach Richardson).

Immunhistochemie

Das Prinzip der Immunhistochemie basiert auf der ldentifizierung und histologischen
Lokalisierung eines Stoffes mittels der Antigen-Antikorper-Reaktion.

Die immunhistochemische Untersuchung der Expression von PECAM-1 wurde an
Schnitten, die in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet waren, durchgefiihrt. Als
Primarantikorper diente das CD31 (=PECAM), als Sekundarantikorper das Dianova
Esel-anti Ratte-HRP.

Es wurden 5 ym dicke Cryostatschnitte angefertigt, bei Raumluft getrocknet und zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Vor der Farbung wurden die Schnitte zunachst mit einem PAP-Stift voneinander ge-
trennt und dann fir 5 Minuten in PBS rehydriert. Mit einer Vakuumpumpe wurden die
Schnitte anschliellend abgesaugt und zur Absattigung unspezifischer Proteinbindungs-
stellen mit 100 yl einer 5 % Trockenmilchpulverlésung in PBS Uberschichtet. Die Schnit-
te wurden 2 Stunden inkubiert. Danach folgte ein 3x5 minutiger Waschschritt in PBS.
Anschlieend wurden die Schnitte mit der Primarantikorperfarbung in 5 % Trockenmilch

in PBS Uberschichtet. Die Schnitte wurden zunachst fir 2 Stunden bei Raumtemperatur

29



2 Methoden

auf einem Schittler und dann bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Es folgten erneut 3 Wasch-
schritte in PBS. AnschlieRend wurden die Schnitte mit 50 pyl Trockenmilch-PBS-Losung
und dem entsprechenden Sekundarantikorper Uberschuttet und fur 2 Stunden auf dem
Schuttler bei Raumtemperatur in einer dunklen Kammer inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen in PBS wurden die Schnitte mit einem Tropfen 1:1 Lésung von Glycerin und
PBS Uberschichtet und mit einem Deckglaschen bedeckt. Um ein Verblassen der Fluo-
reszenz zu vermeiden, wurden die Schnitte bei 4°C in Dunkelheit gelagert und innerhalb
von 3 Tagen ausgewertet.

Die immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden von zwei unabhangigen Beobach-

tern beurteilt.

2.4 Expressionsanalyse in praglomerularen Gefalien

2.4.1 Isolation der praglomerularen Gefalie

Die Isolation der praglomerularen Gefale (afferente Arteriolen und Aa. interlobulares)
erfolgte durch Perfusion mit einer auf Eisenoxid basierenden Losung, nachfolgender
Zerkleinerung bzw. Gewebeseparation, Magnetisierungsschritten und durch Sieben der
Gewebeteile. Die fur Kaninchennieren entwickelte Methode (28) wurde in verschiede-
nen Punkten modifiziert (z. B. GrolRe der Siebe, Zusatz von Albumin zur Perfusionslo-
sung). Das Albumin legt sich um die Fe**-Partikel und soll vor Endothelschadigungen
schitzen.

Die mit Eisenoxid perfundierten Nieren wurden dem Koérper enthommen, das Hilum ab-
getrennt und die Nierenkapsel entfernt. Die aul3eren Rindenzonen wurden mit einer
scharfen Rasierklinge funf Minuten gehackt. Anschlielend erfolgte der erste Magneti-
sierungsschritt, der die mit Eisenoxid enthaltenen Arteriolen aus der PBS-Lésung mit
dem zerhackten Material isoliert. Das so isolierte eisenoxidhaltige Gewebe wurde durch
0,9 mm und 0,6 mm groRe Spritzenkanulen geprel3t, was zur weiteren Trennung der
Gefalle von groReren Bestandteilen, wie z.B. Tubuli fuhrte. Wiederholte Magnetisie-
rungsschritte sowie ein Abtrennen des Ubrig gebliebenen Materials mit Hilfe eines
100 um und 80 um grof3en Maschennetzes (Verseid-Techfab GmbH, D) erhdhte den
Reinheitsgrad der eisenoxidhaltigen Arteriolen. Abbildung 2.4 zeigt Aufnahmen isolierter
GefaRe, bei denen die Eisenoxidfiillung erhalten ist. Diese wurden mit 1 ml TRIZOL®-

Reagenz versetzt und in flussigem Stickstoff schockgefroren.
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Abb. 2.4: Darstellung der isolierten Aa. interlobulares und afferenten Arteriolen (EndvergrofRerung etwa

1000 fach). Die Arteriolen sind vollstandig mit Eisenoxidlésung gefillit.

2.4.2 mRNA-Expression von ETa-Rezeptoren und eNOS in Arteriolen
RNA-Isolation/DNA-Synthese/real-time PCR

Die mRNA-Menge, die aus den isolierten Arteriolen (praglomerulare Gefalde) gewonnen

wurde, gestattete nur zwei Genexpressionsanalysen. Es wurden die ETa-Rezeptor- und

eNOS-Expression bestimmt. Die Isolation, Synthese und real-time PCR erfolgte wie in
Abschnitt 2.3.4 beschrieben.

Liste der verwendeten Primer:

gene bank ac-

cess number

Primer

NM_010332 ETa vorwarts: 5-TAT CCT GCACCATTT TCATCG TGG G-3
ETa rickwarts: 5-ATA AGG TCT CCA AGG GCC AGG CT-3’
NM_008713 eNOS vorwarts:  5-GTT TGT CTG CGG CGA TGT C-3’
eNOS ruckwarts: 5'-CAT GCC GCC CTC TGT TG-3’
NM_007393 R-Aktin vorwarts:  5-CAC CCG CGA GCA CAG CTT CTT T-3

R-Aktin rickwarts:

5-AAT ACA GCC CGG GGA GCATC-3'
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2.5 Expressionsanalyse in der Gesamtniere

251

Isolation von Gesamtnieren

Fir die Messung von Genexpressionen in der Gesamtniere wurden die Mause durch

zervikale Translokation getdtet, die Nieren sofort entnommen und in einem Eppendorf-

Gefal in flissigem Sickstoff schockgefroren sowie bei —80°C bis zur Weiterverarbeitung

gelagert.

2.5.2 mRNA Expression in den Gesamtnieren
RNA-Isolierung/DNA-Synthese/Real-time PCR
Die Isolation, Synthese und Real- time PCR erfolgte wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben.

Liste der verwendeten Primer:

gene bank ac-

cess number

Primer

NM_177322 AT1a vorwarts: 5-GAT TGG TAT AAA ATG GCT GG-3'

AT4a ruckwarts: 5-TCT GGG TTG AGT TGG TCT CA-3’
NM_007429 AT, vorwarts: 5-GCT TAC TTC AGC CTG CAT TT-3&

AT, rickwarts: 5-GGA CTC ATT GGT GCC AGT TG-3'
NM_010332 ETa vorwarts: 5-TAT CCT GCA CCATTT TCATCG TGG G-3

ETa rickwarts: 5-ATA AGG TCT CCA AGG GCC AGG CT-3
NM_008713 eNOS vorwarts:  5-GTT TGT CTG CGG CGA TGT C-3’

eNOS ruckwarts: 5-CAT GCC GCC CTC TGT TG-3’
NM_010927 iNOS vorwarts: 5-GGC AGC CTG TGAGAC CTT TG-3’

iINOS ruckwarts:  5-CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG-3
NM_008712 NNOS vorwarts:  5-TCG GCT GTG CTT TGAT GGA-3’

NNOS rickwarts: 5-TTG AAT CGG ACC TTG TAG CTC TTC-3
NM_007393 R-Aktin vorwarts: 5-CAC CCG CGA GCACAG CTT CTT T-3

R-Aktin riickwarts:

5-AAT ACA GCC CGG GGA GCATC-3
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2.6 Proteingewinnung und —bestimmung, Western Blot

2.6.1 Proteinexpression des ETa-Rezeptors

Proteingewinnung: Das tiefgefrorene Gewebe (Niere) wurde im flussigen Stickstoff zer-
morsert und das feinpulversierte Gewebe in SDS-Probenpuffer lysiert. Das Lysat wurde
fur 15 min mit Ultraschall auf Eis behandelt und anschliel3end fir 3 min gekocht. Es er-
folgte eine Zentrifugation fiir 10 min bei 4°C und 12000 rpm. Der Uberstand wurde ab-
genommen und das Proteingehalt photometrisch gemessen.

Proteinbestimmung: Die photometrische Bestimmung des Proteingehalts wurde bei ei-

ner Wellenlange von A = 280nm (spezifische Wellenlange flir Proteine) gemessen.

Western-Blot-Methode

Die Gelplatten wurden in die Gelapparatur (Bio-Rad, D) eingesetzt, das Trenngel ge-
gossen und mit Isopropanol uberschichtet, um eventuelle Unebenheiten zu vermeiden.
Nach der Polymerisation des Trenngels, wurde das Isopropanol entfernt und das Sam-
melgel gegossen und die Kdmme eingesetzt.

Die Proteinproben wurden mit 4 x Probenpuffer versetzt, fir 5min bei 95°C inkubiert und
danach auf Eis gestellt und vor dem Auftragen kurz abzentrifugiert. Nach Polymerisati-
on des Sammelgels wurde 1x Laufpuffer in den Gelapparaturbehalter gegeben und die
Kamme gezogen. Nach kurzem Ausspulen erfogte das Pipettieren der Proteinproben
(15-30ug pro Tasche). Zur Bestimmung der ProteingroRen wurde eine Proteinleiter auf-

getragen. Der Gellauf erfolgte bei einer Spannung von 150 V fir ca. 60min.

Antikodrperinkubation: Das Gel wurde zunachst in einer vorbereiteten Blotting-Apparatur
mit einem passenden Stlck Nitrocellulose (Schleicher & Schuell, D) zusammen geblot-
tet (45 min bei 220 mA flr Proteine bis zu einer Lange von 100 kD). GréRere Proteine
wurden 60-70 min geblottet.

Zur Kontrolle eines erfolgreichen Transfers (Schleicher & Schuell, D) wurde mit Pon-
ceau-Losung fur 1-2min inkubiert, anschlieend zunachst in Wasser und spater mit dem
Waschpuffer entfarbt. Zur Blockierung von unspezifischen Antikérperbindungen wurde
der Blot fur 30 min bei Raumtemperatur in 5 %iger Magermilch (Fluka Chemie, D) ge-
schuttelt (alternativ Inkubation auch bei 4°C Uber Nacht), dann dreimal fur 5min mit
Waschpuffer (TBS Tween 0,1 %) (Sigma, D) gewaschen und schlie3lich mit dem Erst-

Antikorper mit entsprechender Konzentration inkubiert. Die Inkubation wurde entweder
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fur 45 min bei Raumtemperatur oder Uber bei Nacht bei 4°C durchgeflihrt. Es folgte ein

dreimaliges Waschen fur je 10min. Die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper ent-

sprach der gleichen Prozedur. Jedoch betrug hier die Inkubationszeit maximal 1 h.

Nach dem letzten Waschgang wurde auf den Blot das Substrat (ECL-Lésung, 4min;

Amersham Biosciences, D) fiur die an den Sekundarantikérper gekoppelte Peroxidase

gegeben.

Der Blot wurde eingeschweil3t und schliellich in eine Filmkassette gelegt. Die Belich-

tung und Entwicklung des Filmes variierte in Abhangigkeit von der Signalstarke. Die

Bilder wurden digitalsiert und densitometrisch ausgewertet.

Zusammensetzung:

Trenngel (15 %)

Puffer 1 (500ml)

PAA 4 ml Trizma Base 43,439 (0,75 M)
4 x Puffer 1 6 ml, pH 8,8 SDS 10 ml, 10 %
H>O 2ml -> pH 8,8 einstellen

APS 100

TEMED 10 pl

Sammelgel (6 %) Puffer 2 (250ml)

H.O 2,6 ml Trizma Base 7,579 (0,25 M)
4x Puffer 2 3,75 ml, pH 6,8 SDS 5ml, 10 %
PAA 1T mi -> pH 6,8 einstellen

APS 75 pl

TEMED 13,5 pl

Laufpuffer (running-buffer)

Blockierungslosung:

Trizma Base
SDS
Glycin

25 mM
0,1 %
250 mM

5 % Magermilchpulver, TBS-Tween 20
(0,1 %)
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Probenpuffer Stripping-Ldsung

TrisHCI 5 mM (pH 6,8) NaOH in H,O 0,2M
SDS 6 %

Glycerin 20 %

Bromphenol blau 0,02 %

Alle oben aufgeflihrten Substanzen sind von Carl Roth, Deutschland.

Antikorper und Verdunnungen:
1. Antikorper: ETa-Rezeptor (M-60) Santa Cruz 33536, 1:300 in MMP (1 %)
2. Antikérper g-anti-rabbit POD Santa Cruz 2030, 1: 5000 In MMP (2,5 %)
Referenzprotein [3-Aktin
1. Antikérper: B-Aktin Chemicon Mab 1501, 1:2000 in MMP (1 %)
2. Antikorper anti-Maus POD Santa Cruz 2031, 1: 40000 in MMP (1 %)

2.6.2 Proteinexpression von Endothelin in der Gesamtniere

Proteingewinnung: Fur die Proteingewinnung zur Bestimmung des Endothelins wurde
eine ganze Niere (ca 100 mg) mit 1 ml Gemisch von Trichloressigsaure (10 %) und
Aceton (90 %) versetzt. Dies fuhrte zur Denaturierung des Gewebes. Das Gemisch
wurde abgenommen und 3x mit Aceton (Carl Roth, D) gewaschen. Nach dem Abdamp-
fen des Acetons wurde der Lysepuffer dazugegeben, 40 min bei 95°C gekocht und
wahrenddessen geschiittelt. Nach dem Kochen wurde der Uberstand entnommen und
der Proteingehalt gemessen.

Zusammensetzung des Lysepuffers:

Tris 25 mM (Sigma, D)
Glycin 250 mM (Carl Roth, D)
SDS 1%

Die Proteinkonzentration wurde photometrisch gemessen (siehe 2.6.1).

Western Blotting: Die Prozeduren entsprachen den unter 2.6.1 aufgefihrten Schritten.
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Antikorper und Verdinnungen:
1. Antikorper: EDN1 monoclonal antibody (MO1) Abnova, clone 3D6, 1:1000 in
MMP (1 %) Uber Nacht bei 4°C
2. Antikdrper: goat anti mouse (sc 20 31, 1:2000 in MMP (2 %)
Referenzprotein R-Aktin
1. Antikorper: 3 -Aktin Chemicon Mab 1501, 1:2000 in MMP (1 %)
2. Antikorper anti Maus POD Santa Cruz 2031, 1: 40000 in MMP (1 %)

2.7 Statistik

Funktionelle Untersuchungen der Aortenringe: Die Ergebnisse der Dilatationsexperi-
mente pro Tier (jeweils ein Aortenring) gingen in die statistische Analyse ein.

PCR: Es wurden jeweils fur jedes Gen, inklusive des Referenzgens R-Aktin, und fur je-
des Tier drei Ansatze fur die real-time PCR pipettiert und gemessen. Die Werte der
ACt-Analyse (Mittelwert aus drei Ansatzen) wurden fiur die Statistik verwendet. Die Mit-
telwerte der in relative Expressionseinheiten transformierten ACt-Werte wurden dann
graphisch dargestellt.

Western-Blot: Es wurde ein Ansatz pro Tier pipettiert. Die densitometrischen Werte (im
Vergleich zu R-Aktin) gingen in die statistische Auswertung ein.

Der Vergleich zwischen den Gruppen erfolgte mit dem Wilcoxon-Test flr unabhangige
Stichproben (Mann-Whitney-U-Test). Aufgrund der Gruppengréf3e von n=4 bis n=14
(siehe Ergebnisabschnitt) wurde nicht von einer Normalverteilung der Werte ausgegan-
gen. Die Analyse erfolgte deshalb mit einem nichtparametrischen Prifverfahren. Alle

Daten werden als Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt.

3 Ergebnisse

3.1 Evaluation der Eisenoxid-Isolation

3.1.1 Dilatationsfahigkeit der isolierten Aorten

Diese Untersuchungen wurden durchgefuhrt, um im Modell der Aorta Aussagen Uber
eine Beeinflussung der Endothelzellschicht durch das Eisenoxid zu untersuchen. Als
Mal fur die funktionelle Integritat des Endothels diente die maximale Dilatation auf Aze-
tylcholin nach etwa 50 % Vorkontraktion (relativ zur KCI-Kontraktion) des GefalRes mit

Phenylephrin.
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Azetylcholin dilatierte die Aortenringe um etwa 60 % (relativ zur Kontraktion durch Phe-
nylephrin); sowohl in der Gruppe der eisenoxidbehandelten Mause als auch in der Kont-
roligruppe (Abb. 3.1).

70
c T Abb. 3.1: Nach der Zugabe von Acetylcholin
]
= 60 - (10'6M) dilatierten die Gefalke der Eisenoxid-
R
e Gruppe (Ach+Fe, n=14) um 63 % + 2. In Kont-
S 50 - roligruppe betrug die Gefaldilatation 60 % + 2
E 40 - (Ach-Fe, n=4). Die angegebenen Prozentwer-
n; te beziehen sich auf die Phenylephrinkontrak-
2
T 30 - tion (Mittelwert + SEM).
c
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3.1.2 Expression von Markergenen des Endothels

Es wurden die Expressionen der Zielgene PECAM-1, eNOS und Edn1 (ET-1) im Veg-
leich zum Referenzgen [3-Aktin in Aorten eisenoxidperfundierter Tiere sowie unbehan-
delter Tiere analysiert. Ziel war es, eine mogliche Schadigung des Endothels durch das
Eisenoxid und damit verbundene deutliche Verminderung der RNA-Expression von en-
dothelspezifischen Genen auszuschlie3en. Die Werte fur ET-1 (Edn1) und eNOS zeig-
ten keine Unterschiede im Vergleich der Gruppen. PECAM-1 (PECAM) war in der eise-
noxidperfundierten Gruppe etwas geringer exprimiert (Abb. 3.2).

0.1 1 1
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% % 0.1 1 "z‘ 0,1 -
74 - 74 74
£ - £ £
2 i 2 2
5 kS B
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Edn1+Fe Edn1-Fe eNOS+Fe eNOS-Fe PECAM+Fe PECAM-Fe
Abb. 3.2: Relative mRNA-Expression der mit (+Fe, n=6) und ohne

Eisen (-Fe, n=6) perfundierten Aorten fir ET-1 (Edn1), eNOS und PECAM-1 (* p<0,05).
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3.1.3 Histologie der praglomerularen Gefalie

Hamtoxylin-Eosin-Farbung

Nierenschnitte: Die Eisenoxid-Losung fand sich in allen gréReren und kleinen Arterien

der Niere. Die glomerularen Kapillaren sind teilweise gefullt. Im Interstitium waren keine
Eisenoxidpartikel erkennbar (Abb. 3.3 und 3.4).

Abb. 3.3: Glomerulus mit
zuflihrender afferenter
Arteriole im H.E.-Schnitt.
Im Praparat ist deutlich zu
erkennen, dass sich das
perfundierte Eisenoxid in
der afferenten Arteriole
befindet. Einige Kapillar-
schlingen im Glomerulus
sind  ebenfalls  gefillt
(EndvergréRerung ca.
2000x).

Abb. 3.4: H.E.-Schnitt der
Niere zur Darstellung der
vaskularen Verteilung des
Eisenoxids. In der Bildmit-
te ist eine Interlobulararte-
rie mit abgehenden affe-
renten Arteriolen zu se-
hen. Im Anschnitt einiger
Glomeruli sieht man ei-
senoxidgefillte Kapillaren.
Im Interstitium  befindet
sich kein Eisenoxid (End-

vergroferung etwa 500x).
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Semidinnschnitte
Die Semindunnschnitte (0,5-1 um) wurden nach Richardson blau gefarbt. Durch die ge-
ringe Dicke der Schnitte ist es moéglich, einzelne Zellen genau zu betrachten und Aus-

sagen zur Beschaffenheit der Endothelzellen zu treffen.

Es zeigten sich gut erhaltene und gleichmalig angeordnete Endothelzellen in den mit
Eisenoxid-gefillten afferenten Arteriolen (Abb. 3.5 und 3.6.)

Abb. 3.5: Darstellung
einer afferenten Arteriole
mit zugehdrigen Glomeru-
lus im Semidinnschnitt.
Die Arteriole ist vollstandig
mit Eisenoxid gefillt. In
den Kapillaren des Glo-
merulus  befindet sich
ebenfalls Eisenoxid. An
der Arteriolenwand sind
die Zellkerne der Endo-
thelzellen gleichmalig
angeordnet (Endvergrolie-
rung etwa 2000x).

Abb. 3.6: Darstellung
einer Interlobalarterie im
Semidinnschnitt (Farbung
nach Richardson). Es ist
eine gleichmalRe Endo-
thelstruktur zu erkennen
(EndvergroRerung  etwa
2000x).

39



3 Ergebnisse

Immunhistochemie

Die Integritat des Endothels wurde auch mittels immunhistochemischer Methoden ge-
pruft. CD31 (PECAM) diente als Fluoreszenzindikator fur Endothelzellen. Abb. 3.7 zeigt
das Fluoreszenzbild eines Nierenschnittes, auf dem glomerulare Strukturen (links) und

die Endothelzellschicht der afferenten Arteriole (Mitte bis rechts) zu erkennen sind. Das

Endothel der afferenten Arteriole ist durchgehend erhalten.

Abb. 3.7: Darstellung
eines Glomerulus mit
zuflhrender afferenter
Arteriole im Fluoreszenz-
bild von CD31. Es ist eine
durchgehende  Fluores-
zenz im Bereich der End-
thelzellen sicht-bar (siehe
Pfeile, EndvergoRerung
ca. 2000x).

3.1.4 Reinheit der Isolation der praglomeruléaren Gefalien

Das im Ergebnis der Isolation entstandene Material wurde stichprobenartig in einer Pet-
rischale mit 5 ml PBS aufgeschwemmt und im Stereomikroskop begutachtet. Dabei
interessierte der relative Anteil von praglomerularen Gefallen im Vergleich zum Tubu-
lusgewebe. In mehreren Blickfeldern, die die Gesamtflache der Schale abdeckten, wur-
de der relative Gefalanteil geschatzt. Nach Optimierung aller Schritte der Isolationsme-
thode betrug die Reinheit > 80 %.
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3.2 Genexpression von Endothelin-, Angiotensin,- und NO-System

3.2.1 Expression der Gene des Endothelinsystems

ETa-Rezeptor-mRNA in isolierten afferenten Arteriolen

In den Arteriolen der ETg-Rezeptor-defizienten Mause fand sich eine signifikant gerin-

gere Menge ETa-Rezeptor-mRNA im Vergleich zu den Wildtypen (Abb. 3.8).

1 Abb. 3.8: Die ETa-Rezeptorexpression wurde
- in isolierten praglomeruldren GefalRen unter-
Q
a sucht. Es zeigt sich eine signifikant niedrigere
@ i Expression in den GefalRen der ETg-Rezeptor-
& defizienten Mause (ETB(-/-), n=9) im Vegleich
= 2u den Wildtypen (ETB(+/+), n=11, * p<0,05).
g 0,1 -
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ETa-Rezeptor-mRNA im Nierengewebe

Im Gewebe der gesamten Niere der ETg-Rezeptor-defizienten Mause war ebenfalls
signifikant weniger ETa-Rezeptor-mRNA im Vergleich zu den Wildtypen vorhanden
(Abb. 3.9)

0.1 Abb. 3.9: ETa-Rezeptorexpression auf

mMmRNA-Ebene im gesamten Nierengewebe.
Es zeigt sich eine signifikant niedrigere Ex-
; pression in den Gefalten der ETg-Rezeptor-

defizienten Mause (ETB(-/-), n=10) im Ver-
gleich zu den Wildtypen (ETB(+/+), n=6, *

; p<0,05)

relative mRNA-Expression
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ETa-Rezeptor-Protein im Nierengewebe

Da die durch die Eisenoxid-Sieb-Technik gewonnenen Gewebemengen zu klein waren,

um Rezeptor- oder Enzymproteine mittels der Western Blot-Technik zu analysieren,

wurde Gewebe einer ganzen Niere verwendet. Die Proteinmenge des ETa-Rezeptors

der ETg-Rezeptor-defizienten Mause war signifikant geringer als die der Wildtypen

(Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: ETa-Proteinexpression im
gesamten Nierengewebe. Es zeigt sich
eine  signifikant niedrigere  ETa-
Rezeptor-Proteinmenge (ETA-R) in
den ETg-Rezeptor-defizienten Mausen
(ETB(-/-), n=7) im Vergleich zu den
Wildtypen (ETB(-/-), n=7, * p<0,05).
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3.2.2 Expression von Endothelin im Nierengewebe
Die mittels Western-Blot-Technik bestimmmte ET-1-Proteinmenge war in der Niere der

ETs-Rezeptor-defizienten Mause deutlich grof3er als bei den Wildtypen (Abb. 3.11).

A ETB(+/+) ETB(-/-) Abb. 3.11: Expression von Endo-
d L' N

thelin-1-Protein (ET1) im Nieren-

- gewebe  von ETgs-Rezeptor-

-“._ - < R-Aktin defizienten Mausen (ETB(-/-),

n=10) und Wildtypen (ETB(+/+),
n=10, * p<0,05)
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3.2.3 Expression der NOS-Synthasen

eNOS-mRNA in isolierten afferenten Arteriolen

ETs-Rezeptor-defiziente Mause hatten weniger eNOS-mRNA in afferenten Arteriolen
als Wildtypen (Abb. 3.11).

1 Abb. 3.11; eNOS-mRNA in isolierten afferen-
- ﬁ ten Arteriolen. ETz-Rezeptor-defiziente Mause
% (ETB(/-) n=5) exprimieren weniger eNOS-
g mRNA als Wildtypen (ETB(+/+), n=5, *
% p<0,05).
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eNOS-mRNA im Nierengewebe

In der Gesamtniere war die eNOS-mRNA in ETg-Rezeptor-defizienten Mausen und in

Wildtypen ahnlich (Abb. 3.12).
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relative mRNA-Expression

0,001 . .
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INOS-mRNA im Nierengewebe

Abb. 3.12: eNOS-mRNA in der Gesamtnie-
re. Die eNOS-Expression ist in den ETg-
Rezeptor-defizienten  Mausen  (ETB(-/-),
n=10) im Vergleich zu den Wildtypen
(ETB(+/+), n=4) nicht verandert.

Es gab keine signifikanten Unterschiede in der Menge von iNOS-mRNA im Vergleich

von ETg-Rezeptor-defizienten Mausen und Wildtypen (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Expression von iNOS-mRNA in
der Gesamtniere. Es besteht kein signifikan-
ter Unterschied zwischen ETg-Rezeptor-
defizienten Mausen (ETB(-/-), n=14) und
Wildtypen (ETB(+/+), n=9).
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NNOS-mRNA im Nierengewebe
ETs-Rezeptor-defiziente Mause und Wildtypen wiesen &hnliche nNOS-mRNA-
Mengen im Nierengewebe auf (Abb. 3.14).

0.1 Abb. 3.14: nNOS-mRNA im Nierengewebe.
c Es gibt keinen signifikanten Unterschied im
(=]
K7 Vergleich von ETg-Rezeptor-defizienten
7]
S . n _ .
E_ 0,01 M&usen (ETB(-/-), n=14) und Wildtypen
> (ETB(+/+), n=9).
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3.2.4 Expression von Angiotensinrezeptoren

ATia-Rezeptor-mRNA im Nierengewebe

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression des AT a-Rezeptors
auf mMRNA-Ebene im Nierengewebe (Abb. 3.15).

AT,- Rezeptor-mRNA im Nierengewebe

Es wurde kein signifikanter Unterschied in der Expression des AT,-Rezeptors auf
MRNA-Ebene im Vergleich von ETg-Rezeptor-defizienten Mausen und Wildtypen ge-
funden (Abb. 3.16).
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relative mRNA-Expression
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Abb. 3.15: AT s-Rezeptorexpression auf
mRNA-Ebene im Nierengewebe. Es zeig-
ten sich keine signifikanten Unterschiede
im Vergleich von ETg-Rezeptor-defizienten
Mausen (ETB(-/-), n=13) und Wildtypen
(ETB(+/+), n=9)

Abb. 3.16: AT,-Rezeptorexpression auf
mRNA-Ebene im Nierengewebe. Es be-
steht kein signifikanter Unterschied zwi-
schen ETg-Rezeptor-defizienten Mausen
(ETB(-/-), n=12) und Wildtypen (ETB(+/+),
n=4).
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4 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Evaluation der Isolation praglomerularer Gefal3e mittels Eisenoxid

4.1.1 Dilatationsfahigkeit der isolierten Aorten

Die Isolation von praglomerularen GefalRen der Niere mit der Eisenoxid-Sieb-Methode
nach Chaudhari und Mitarb. (28) ist ein Verfahren, dass der Gewinnung einer gro3eren
Anzahl dieser Gefalde aus der Niere dient. In der vorliegenden Arbeit wurde geprift, ob
das von uns modifizierte Verfahren fur die molekularbiologische Analyse von Gefalden,
d.h. der Genexpression auf mMRNA- und Proteinebene, geeignet ist. Da praglomerulare
Gefalde in dieser Menge nur durch das Verfahren nach Chaudhari und Mitarb. gewon-
nen werden kdnnen und kein ,Goldstandard” zu Verfugung steht, wurde ein Aortenmo-
dell fur die funktionelle Testung der eisenoxidperfundierten GefalRe verwendet. Dies
diente der Prufung der Funktion von Endothelzellen und ihrer Genexpression. Die endo-
thelabhangige Dilatation von isometrisch arbeitenden Aortenringen durch Gabe von
Azetylcholin war mit und ohne Eisenoxid in der Perfusionslésung gleich. Die Wirkung
von Azetylcholin wird in der thorakalen Aorta von Nagetieren hauptsachlich Uber die
Aktivierung der endothelialen NO-Synthase vermittelt (51; 120). In eNOS-knock out-
Mausen wurde gezeigt, dass sich in der Aorta keine Endothel-vermittelte Relaxation
durch Azetylcholin ausldsen lasst (27). Die Dilatation durch Azetylcholin ist also von
einer funktionsfahigen Enothelzellschicht abhangig. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit weisen deshalb auf eine weitestgehende Integritat des Endothels in den Aorten
hin.

Andere Untersuchungen der Zellfunktion von GefalRen, die mit der Eisenoxidmethode
isolliert wurden, zeigen, dass in Endothelzellen und glatten Muskelzellen wahrscheinlich
keine schwerwiegenden Schaden durch diese Methode auftreten (106; 139). In der Rat-
te wurden auch erfolgreich Untersuchungen an Kalzium-aktivierten Kaliumkanalen glat-
ter Muskelzellen durchgefuhrt (61) bzw. die Bildung von 20-HETE in isolierten praglo-

merularen Gefallen gemessen (222).

4.1.2 Expression von Markergenen des Endothels

ET-1 (Edn1), eNOS und PECAM-1 werden exklusiv in Endothelzellen exprimiert und
konnen deshalb als Markergene verwendet werden. Die mMRNA-Expression dieser Gene
wurde relativ zum B-Aktin gemessen. Die Expression von Edn1 und eNOS in den mit

Eisenoxid behandelten Aorten unterschied sich nicht signifikant von derjenigen der un-
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behandelten Aorten. PECAM-1 war etwas geringer (signifikant) in den Eisenoxid-
behandelten Aorten exprimiert. Diese Befunde sprechen eher fur eine geringfugige Be-
eintrachtigung der Endothelzellschicht in den Eisenoxid-perfundierten Aorten durch die
von uns verwendete Perfusionsmethode. Eine der Modifikationen der von Chaudhari
und Mitarb. (28) inaugurierten Methode bestand in der Zugabe von Albumin zur Perfu-
sionslosung, mit dem Ziel der Abuminschichtbildung um die Eisenpartikel. Inwieweit
hierdurch ein Schutz fur die Endothelzellen erreicht wurde, haben wir jedoch systema-
tisch nicht untersucht.

Obwonhl die Ergebnisse des Aortenmodells auf einen insgesamt geringen Effekt des
Eisenoxids schlielen lassen, kénnen sie nur bedingt auf die wesentlich kleineren prag-
lomerularen Gefale Ubertragen werden. Grunde liegen im unterschiedliche Wand- und
Endothelaufbau sowie in der Hamodynamik. In kleinen Arterien und Arteriolen sind die
Flussgeschwindigkeiten geringer und es gibt zahlreiche Aufzweigungen, die einen ho-
heren Anteil turbulenter Komponenten des Blutstroms bzw. im Stromungsprofil der Per-
fusionslosung erzeugen konnen. Zur weiteren Absicherung der Ergebnisse des Aor-
tenmodells wurden histologische und immunhistologische Untersuchungen von Eisen-

oxid-perfundierten Nieren durchgeuhrt.

4.1.3 Histologie der praglomerularen Gefal3e

Hamatoxylin-Eosin-gefarbte Praffinschnitte der Niere zeigten, dass sich die Perfusions-
lI6sung, inklusive des Eisenoxids, ausschlieBlich intravaskular verteilt. Im interstitiellen
Raum fanden sich keine Eisenoxidpartikel. Das spricht fur eine intakte GefalRwand auch
der kleinen Gefalde in der Nierenrinde. Afferent Arteriolen wurden regelmafllig mit Ei-
senoxid perfundiert, wahrend die Kapillaren der Glomeruli nicht immer vollstandig gefullt
waren. Es wurden keine Eisenoxid-geflllte efferenten Arteriolen gefunden. Mit der
kompletten Filllung der praglomerularen Gefalle ist eine Voraussetzung flr die erfolg-
reiche Isolation mit Hilfe der Magneten gegeben.

Die 0,5 -1 ym starken Semidunnschnitte ermoglichten es, insbesondere die Beschaf-
fenheit der Endothelzellen der Gefalle zu beurteilen. Diese waren gut erhalten. Auch
immunhistochemische Farbungen mit CD31 (PECAM) zeigten eine durchgehende Fluo-
reszenz im Bereich der Endothelzellschicht. Dies sind Hinweise auf ein intaktes Endo-
thel nach Eisenoxidperfusion in praglomerularen Gefalden der Niere. Andere Studien

stitzen diese Aussage. Tarnawski und Mitarb. (196) verwendeten in ihren Untersu-
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chungen ebenfalls eine Eisenoxid-basierte Methode fir die Isolation von Mikrogefalten
der Magenmukosa. Drei Stunden nach der Isolation wurde ihre morphologische Unver-
sehrtheit mit Hilfe der Transmissions-Elektronenmikroskopie nachgewiesen. Das Zytop-
lasma, der Zellkern und die Zellmembran der Endothelzellen wiesen keine Veranderun-
gen auf. Nach einem Tag bzw. drei und finf Tagen Kultivierung besalten die Gefalle
eine basale Prostazyklinproduktion, die durch ein Kalzium-lonophor aktiviert werden
konnte.

4.1.4 Reinheit der Isolation

Ein wesentliches Kriterium fur die Verwendbarkeit der isolierten Gefalle ist die Reinheit
der Praparation. Chaudhari und Mitarb. (28) berichten von mehr als 95 % GefalRanteil
am Ende des Isolationsprozesses. Durch Optimierung der verwendeten Praparations-
gefalle, Magnetstarke, verwendeten Kanulen, Siebgro3en und Prozeduren liegt die
Reinheit des von uns gewonnen Materials bei Uber 80 %. Stichprobenartige Tests wur-
den durchgefuhrt, um die Qualitat zu prufen. Ursachen fur die geringere Reinheit unse-
rer Isolation liegen vermutlich in den Unterschieden in den Bindegewebsanteilen des
Nierenparenchyms. Eigene Erfahrungen bei der manuellen Praparation von Kaninchen
und Mausenieren sprechen flir eine bessere Separation von Parenchymanteilen in der

Kaninchenniere (unpubliziert).

4.2 Genexpression in den ETg-Rezeptor-defizienten Mausen und Wildty-
pen

4.2.1 Endothelinsystem

Expression von ET-1 und ETa-Rezeptor

In den ETg-Rezeptor-defizienten Mausen der vorliegenden Studie wies das Nierenge-

webe mehr ET-1-Protein auf als das der Wildtypen.

ETg-Rezeptoren in den Endothelzellen, vor allem der Lunge, bewirken die Entfernung

(Clearance) von Endothelin aus der Blutbahn und damit dessen Abbau. Dies stellt einen

wichtigen Regulationsmechanismus fir ET-1 und seine Wirkung auf die Gefale dar (44;

45; 207). Obgleich andere Organe wie Niere und Milz ebenfalls an der Clearance von

ET-1 beteiligt sind, ist die Lungenpassage, bei der etwa 50 % des zirkulierenden ET-1

entfernt wird, von besonderer Bedeutung (207). Die erhdhte ET-1-Proteinmenge im Nie-

rengewebe in der vorliegenden Arbeit beruht vermutlich auf der verminderten Clearance
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von ET-1. Erhohte ET-1-Plasmakonzentrationen wurden auch in anderen ETg-
Rezeptor-knock-out-Modellen gesehen (60), darunter in einem Modell des selektiven
ETs-Rezeptor-knock outs im Endothel (10). Einige pathologische Zustande wie z.B.
pulmonale Hypertonie im Tiermodell oder chronische Herzinsuffizienz (dilatative Kar-
diomyopatie) gehen mit einer Verminderung von ETg-Rezeptoren in der Lungenstrom-
bahn bzw. linken Ventrikel einher. Die ET-1 Konzentrationen sind hier erhdht (174;
221). Die Gesamtheit dieser Befunde unterstutzt die Annahme einer ET-1-
Konzentrationserhohung infolge ETg-Rezeptormangels.

Protein und mRNA des ETa-Rezeptors waren in der Gesamtniere von ETg-Rezeptor-
defizienten Mausen im Vergleich zu den Wildtypen in der vorliegenden Studie vermin-
dert. Eine geringere Rezeptor-mRNA-Expression fand sich ebenso in den isolierten
praglomerularen Gefalden dieser Tiere. Davenport und Mitarb. berichteten Uber eine
geringere ETa-Rezeptordichte im Zentralnervensystem und in anderen Organen ETg-
Rezeptor-defizienter Mause. Das Verteilungsmuter war dabei nicht verandert (36). Auch
in ETg-Rezeptor-defizienten-Ratten (,rescue“-Modell) wurden geringere Expressionen
des ETa-Rezeptors im Nierenkortex und in der aulReren Medulla gesehen (197). Die
Ergebnisse weisen auf einen ursachlichen Zusammenhang zwischen ETg-Rezeptor-
Defizit und Verminderung der ETa-Rezeptor-Dichte/Menge hin. Da sowohl das Gewebe
der gesamten Niere, das Uberwiegend aus Tubuli besteht, die auch ET-Rezeptoren ex-
primieren, als auch isolierte Arteriolen diesen Effekt auf mMRNA-Ebene aufweisen, han-
delt es sich eher um einen allgemeinen Regulationsmechanismus der Rezeptorexpres-
sion. Es ist nicht ganz klar, ob Rezeptor-Rezeptor-Interaktionen (Proteinebene oder via
Transkriptionskontrolle), oder eher die durch das ETg-Rezeptor-Defizit erhdhte ET-1
Konzentration fur diesen Befund verantwortlich sind. Studien an isolierten glatten Mus-
kelzellen zeigten eine Verminderung der ET-Rezeptorexpression bei langfristiger Be-
handlung mit ET-1 (84). Dies spricht fur eine ET-1-vermittelte Suppression der ETa-
Rezeptoren. In kleinen mesenterialen Gefallen ETg-Rezeptor-defizienter Ratten fand
man geringere Mengen ETa-Rezeptor-Protein (Western Blot) (150). Dies steht im Ge-
gensatz zu den Befunden der Niere. Die wenigen experimentellen Arbeiten zu diesem
Thema lassen allerdings nur die Spekulation zu, dass es organspezifische Unterschiede
hinsichtlich eines Einflusses des ETg-Rezeptor-Defizits (bzw. der ET-1-Konzentration)

auf die ETa-Rezeptor-Expression gibt.
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Die verminderte ETa-Rezeptor-Expression in den ETg-Rezeptor-defizienten Mausen
stellt einen wichtigen Befund in Bezug auf die Verwendung des Modells fur die Untersu-
chung der ET-Rezeptor-Funktionen im renalen Gefallsystem dar. Pilotstudien zeigen,
dass sich die ET-1-Gefalreaktivitat afferenter Arteriolen, welche ETa- und ETs-
Rezeptoren in der glatten Muskulatur sowie ETg-Rezeptoren im Endothel exprimieren
(54; 214), in ETg-Rezeptor-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtypen nicht unter-
scheidet (177). In dem gleichen Modell fanden Quaschning und Mitarb. (157) eine ge-
ringere ET-1-Antwort (max. Kontraktion) in Aorten ETg-Rezeptor-defizienter Mause im
Vergleich zu den Wildtypen. Weder in den defizienten Mausen noch in den Wildtypen
beeinflusste die ETg-Rezeptorblockade die ET-1-induzierten Antworten, die ETa-
Rezeptorblockade unterdrickte sie dagegen vollstandig. Dies spricht fur eine wichtige
Rolle von ETg-Rezeptoren bei der kontraktilen Antwort auf ET-1 in der Aorta. Ein ahnli-
cher Befund liegt fur ETg-Rezeptor-defiziente Ratten vor, bei denen eine verringerte
ET-1-Antwort in kleinen mesenterialen Arterien beobachtet wurde, obwohl die ETa-
Rezeptor-Expression erhoht war. Die Autoren vermuten eine durch erhohte ET-1-
Plasmakonzentration verusachte Entkopplung der ETa-Rezeptoren von den nachge-

schalteten Signalwegen (150).

4.2.2 Expression der NOS-Isoformen

Expression der eNOS auf mMRNA-Ebene in der isolierten paglomerularen Gefallen und
der Gesamtniere

Die eNOS-mRNA war in den praglomerularen Gefallen von ETg-defizienten Mausen
vermindert, wahrend es im Gewebe der gesamten Niere keinen signifikanten Unter-
schied im Vergleich zu den Wildtypen gab.

Die eNOS wird ganz Uberwiegend in den Endothelzellen der Nierengefalte exprimiert
(8). Ihre Aktivierung ist fur die Induktion einer Gefalidilatation durch eine ganze Reihe
von Agonisten verantwortlich. Endothelstandige ETg-Rezeptoren vermitteln ihren vaso-
dilatorischen Effekt zu einem grof3en Teil Uber die Freisetzung von NO, welches durch
die eNOS gebildet wird (211). Die Expressionsreduktion von eNOS in kleinen Nierenar-
terien von ETg-defizienten Mausen weist auf eine direkte oder indirekte (via ET-1) Be-
ziehung zwischen ETg-Rezeptor und eNOS hin. Tatsachlich wurde in humanen endo-
thelialen Zellen gezeigt, dass hohe ET-1-Konzentrationen die endotheliale NO-

Produktion Uber eine Hemmung der eNOS-Expression vermindern (159). Allerdings war
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der deprimierende Effekt von ET-1 auf die Expression von Caveolin-1 and eNOS in
HUVEC-Zellen einer anderen Studie ETg-Rezeptor-abhangig (40). Letztere Beobach-
tung steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie an isolierten
praglomerularen Gefallen der Niere. Zwei weitere Studien fanden ebenfalls einen Zu-
sammenhang zwischen Endothelzelldysfunktion und ETg-Rezeptor-Defizit. In Aorten
ETg-Rezeptor-defizienter Mause war die endothelabhangige Dilatation eingeschrankt
(157), ebenso wie in Aorten von Mausen mit endothelspezifischem ETg-Rezeptor-Defizit
(10). In beiden Modellen wird eine geringere Bioverfugbarkeit von NO, gebildet durch
die eNOS, als Ursache diskutiert.

Im Material der Gesamtniere fand sich kein Unterschied in der eNOS-mRNA-
Expression im Vergleich beider Gruppen. Da die Endothelschicht einen geringen Anteil
am Parenchym der Niere einnimmt, wird der in den isolierten GefalRen beobachtete Un-

terschied im gesamten Nierengewebe vermutlich maskiert.

Expression von iNOS und nNOS in der Gesamtniere

Beide NOS-Isoformen sind nicht differentiell im Vergleich zwischen ETg-Rezeptor-
defizienten Mausen und Wildtypen auf mRNA-Ebene exprimiert.

Die konstitutive nNOS kommt in der Niere hauptsachlich in den Maculas densa-Zellen
und im dicken aufsteigenden Teil der Henle’schen Schleife vor (8; 132). Genregulati-
onsmechanismen dieser sonst vorrangig im Nervenystem exprimierten NOS in Nieren-
epithelzellen sind in der Literatur nicht beschrieben. Die in der vorliegenden Arbeit er-
hobenen Daten suggerieren keine Beziehung zwischen ETg-Rezeptor(defizit) und
NNOS. Es wurden jedoch keine isolierten Zellen bzw. Tubuli untersucht. Deshalb kann
ein moglicher Effekt durch die Verwendung ganzer Nieren maskiert sein.

Die nicht-konstitutive, induzierbare iINOS wird durch Entziindungsmediatoren und ver-
schiedene andere Signalwege aktiviert, aber mdglicherweise auch durch ET-1 in ihrer
Expression beeinflut. In Nierenarterien ET-1-transgener Mause (87), deren ET-1-
Konzentration im Nierengewebe erhoht ist, wurden starkere iINOS—Expressionen als in
Wildtypen mittels Immunohistologie gefunden (86). Es fanden sich dagegen keine Un-
terschiede der INOS-mRNA-Mengen im gesamten Nierengewebe solcher ET-1-
transgenen Mause im Vergleich zu den Wildtypen in einer anderen Studie (145). Denk-

bar ist, dass INOS nur in Gefalten ETg-Rezeptor-defizienter Mause starker experimiert
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wird. Die Literatur kann hier nicht zu einer weiteren Klarung der Beziehung zwischen

ETg-Rezeptor-Defizit und iINOS-Expression beitragen.

4.2.3 Expression der Angiotensinsysteme

Expression von ATa- und AT,-mRNA in der Gesamtniere

FUr beide Rezeptortypen bestanden keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-
Expression im Vergleich von ETg-Rezeptor-defizienten Mausen und Wildtypen.

ET-1 hemmt die Sekretion von Renin aus den juxtaglomerularen Zellen (2; 14; 111,
128). Da ETg-Rezeptoren an diesem Effekt beteiligt sind (170), kénnte es in ETg-
Rezeptor-defizienten Mausen zu Erhéhungen der Angl- und damit Angll-
Konzentrationen im Plasma kommen. Anderungen der Angiotensin-Rezeptorexpression
waren die Folge (42). Diese Befunde lassen sich aufgrund fehlender Daten Uber Ang II-
Konzentrationen bei ETg-Rezeptordefizit oder bei ET-1-Konzentrationserhéhung nur

ungenugend interpretieren.

Einschrankungen der Studie

Quantitative Beurteilungen der Expression von Genen/Proteinen sind mit Methoden
maoglich, die eine Messung der Proteinmenge ermdglichen. Dazu ist der Western Blot
prinzipiell geeignet, wenn Bedingungen wie Selektivitat der Antikorper, eine geeignete
Normalisierung usw. gegeben sind. Die Empfindlichkeit dieser Methode reichte in der
vorliegenden Studie jedoch nicht aus, um Rezeptor- oder Enzymproteine in isolierten
praglomerularen Gefalden zu bestimmen. Strukturproteine und Proteine des kontraktilen
Apparates, die in wesentlich hoherer Konzentration in Gefalen bzw. glatten Muskelzel-
len vorliegen, kdnnen mit dem Western Blot auch aus isolierten kleinsten Nierengefa-
Ren (Eisenoxid-Sieb-Technik) beurteilt werden (113). Die real time PCR gestattet die
Bestimmung der Genexpression auf mRNA-Ebene. Aussagen zur Proteinexpression
sind nur bedingt mdglich, da translationelle und posttranslationelle Modifikationen die
Endkonzentration des Proteins beeinflussen. Bei transgenen Tieren mit angeborenem
Defekt kann man von einem steady state der Genexpressionsmechanismen ausgehen
und die Beurteilung der Expression auf mMRNA-Ebene ist moglich.

Die in Mausenieren gewonnen Gewebemengen bzw. Zellzahl gestattete die Analyse
mittels real time PCR nur fur 2 Gene. Es wurden ganze Nieren verwendet, um die wei-

tere interessierende Gene zu untersuchen. Gefalle haben nur einen geringen Anteil am
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Nierengewebe, deshalb sind Maskierungen von Genexpressionanderungen bei diesem

Vorgehen maglich und schranken die Aussage der Studie hier ein.

Schlussfolgerungen

ETs-Rezeptor-defiziente Mause weisen Expressionsveranderungen von Genen des En-
dothelin- und Stickstoffmonoxidsystems auf. Dazu gehoren die Verminderung des ETa-
Rezeptors in praglomerularen Gefalden, erhohte ET-1-Konzentrationen in der Niere so-
wie eine verminderte eNOS-mRNA-Expression in den Gefalden. Die vorliegende Arbeit
zeigt, dass die Verwendung von knock-out-Tiermodellen fir physiologische Untersu-
chungen der Rolle des Endothelinsystems bei der Regulation der Nierendurchblutung
und GFR eine griindliche Kenntnis der durch das Gendefizit induzierten Anderungen im
Funktionssystem des betroffenen Genes als auch anderer physiologischer Systeme
bedarf. In diesem Sinne tragt die Schrift zu einer weiteren Aufklarung der funktionellen

Interaktionen vasoaktiver Systeme in der Niere bei.
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5 Zusammenfassung
Hintergrund und Aufgabenstellung

1. Das Endothelinsystem hat fur die physiologische Funktion der Niere als auch fur die
Entstehung von Nierenerkrankungen eine groRe Bedeutung. Endothelineffekte an
Nierenarterien und —arteriolen werden Uber zwei Rezeptortyen, den Endothelinre-
zeptor Typ A (ETa) und Typ B (ETg) vermittelt. Der Beitrag dieser Rezeptortypen zu
den Endothelinwirkungen ist auch aufgrund begrenzter Selektivitat von Rezeptora-
gonisten und -antagonisten nicht vollstandig bekannt.

2. Im Rahmen eines Projektes, das sich mit den Wirkungen von Endothlin auf die Nie-
rendurchblutungsregulation beschaftigt, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht,
welchen Einflul® ein ETg-Rezeptor-Defizit auf die Expression von Komponenten des
Endothelin-, Renin-Angiotensin- und Stickstoffmonoxidsystems in praglomerularen
Gefallen hat. Diese Systeme sind entscheident an der Regulation der Nierendurch-
blutung beteiligt und interagieren auf systemischer und zellularer Ebene.

Methoden

3. Die Experimente wurden an ETg-Rezeptor-defizienten Mausen und Wildtypen
durchgefuhrt. Bei den ETg-Rezeptor-defizienten Mausen handelte es sich um ein
.rescue“-Modell, bei dem im sympathischen Nervensystem ETg-Rezeptoren selektiv
exprimiert werden, um die Ausbildung eines Megakolons zu vermeiden.

4. Genexpressionen wurden auf mRNA-Ebene mittels real time PCR und auf Protein-
ebene mittels Western Blot analysiert. Zur Isolation praglomerularer Gefalle diente
eine modifizierte Eisenoxid-Sieb-Technik.

5. Ein moglicher Effekt des Eisenoxids auf die Gefalle, insbesondere auf die Endothel-
schicht, wurde in zwei Modellen untersucht. Aortenringe von Mausen, die eine Per-
fusion mit oder ohne Eisenoxid erhielten, wurden unter isometrischen Bedingungen
hinichtlich ihrer endothelabhangigen Dilalation durch Azetylcholingabe untersucht.
Die mRNA-Expression der endothelialen Markergene endotheliale Stickoxidsyntha-
se (eNOS), PECAM-1 und Endothelin-1 wurde in beiden Gruppen gemessen. Histo-
logische und immunhistologische Methoden dienten der Beurteilung des Nierenge-

webes dieser Tiere.
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Ergebnisse

6. Die Dilatation der Aorta als auch die Expression der Markergene unterschieden sich
nicht wesentlich zwischen beiden Gruppen. Hamatoxylin-Eosin-Schnitte, Semi-
Dunnschnitte und PECAM-1 (CD31) Immunfarbungen des Nierengewebes weisen
auf ein intaktes Endothel nach Eisenoxidperfusion hin.

7. ETg-Rezeptor-defiziente Mause zeigten eine geringere ETa-Rezeptorexpression in
den praglomerularen Gefallen (MRNA) und gesamten Nierengewebe (mMRNA und
Protein mittels Western Blot) im Vergleich zu den Wildtypen. Das Endothelinprotein
war im Nierengewebe erhdht.

8. Die eNOS-mRNA war in den praglomerularen GefalRen der ETg-Rezeptor-
defizienten Mause vermindert, jedoch nicht in der gesamten Niere.

9. Die mRNA-Mengen von neuronaler NOS (nNOS), induzierbarer NOS (iNOS), Angio-
tensin Typ 1A Rezeptor (AT1a) und Typ 2 Rezeptor (AT2) wurden ausschlief3lich im
gesamten Nierengewebe gemessen und differierten zwischen den Gruppen nicht.
Schluf3folgerungen

10.Die Arbeit zeigt, dass die verwendete Isolationsmethode mittels Eisenoxid keine we-
sentlichen Auswirkungen auf das Gewebe hat und flr die Genexpressionsanalyse
geeignet ist.

11.ETs-Rezeptordefizit geht mit Anderungen der Genexpression des Endothelin- und
Stickstoffmonoxidsystems einher. Die fehlende Clearence-Funktion bei Fehlen des
ETg-Rezeptors flihrt zum Anstieg der Endothelin-1 (ET-1)-Konzentration. Dies ist ei-
ne Ursache verminderter ETa-Rezeptorexpression.

12.Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen auf deutliche Anderungen der Gen-
expression im Endothelinsystem und der eNOS von Nieren ETg-Rezeptor-defizienter
Mause hin. Diese Kenntnisse sind fur die Interpretation funktioneller Untersuchun-
gen an ETg-Rezeptor-defizienter Mausen von Bedeutung. Sie zeigen zugleich, dass
selektiver Gen—knock out zu umfangreichen Veranderungen der Genexpressionen

und damit zur Modulation physiologischer Funktionen fuhrt.
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7.2 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Grinden in der elektroni-

schen Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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