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Abkürzungsverzeichnis 
 

ACE  angiotensin converting enzyme 

Ang  Angiotensin 

Ang I  Angiotensin I 

Ang II   Angiotensin II 

ANP  atriales natriuretisches Peptid 

AP-1  activator protein 1 

AP-2  activator protein 2 

AT1  Angiotensin Typ 1 Rezeptor 

AT1A  Angiotensin Typ 1 Rezeptor Subtyp A 

AT1B  Angiotensin Typ 1 Rezeptor Subtyp B 

AT2  Angiotensin Typ 2 

BK(Ca) kalziumaktivierter Kaliumkanal 

BNP  brain natriuretic peptide 

cAMP  zyklisches Adenosinmonophosphat 

CD31  entspricht PECAM (siehe dort) 
cDNA  complementary Desoxyribonukleinsäure 

cGMP  zyklisches Guanosinmonophosphat 

CNP  C-type natriuretic peptide 

CPI-17 Phosphoproteininhibitor 17 

DAG  Diazylglycerol 

DEPC-H2O Diethylpyrocarbonat-Wasser 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

ECE  endothelin converting enzyme 

ECE-1  endothelin converting enzyme 1 

eNOS  endotheliale NO-Synthase (Syn. NOS 3) 

ET  Endothelin 

ET-1  Endothelin 1 

ET-2   Endothelin 2 

ET-3   Endothelin 3 

ETAR  Endothelin-A-Rezeptor 

ETBR  Endothelin-B-Rezeptor 
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ETCR  Endothelin-C-Rezeptor 

ERK  extracellular-signal regulated kinase 

FAK  focal adhesion kinase 

FRET  Fluoreszenzresonanzenergietransfer 

20-HETE 20-Hydroxy-Arachidonsäure 

H.E.  Hämatoxylin-Eosin 

IP3  Inositoltrisphosphat 

iNOS  induzierbare NO-Synthase (Syn. NOS 2) 

JAK  Januskinase 

K-H-P  Krebs-Henseleit-Puffer 

LPS  bakterielle Lipopolysaccharide 

MMP  Magermilchpulver 

MLCK  Myosinleichtkettenkinase 

MLCP  Myosinleichtkettenphosphatase 

mRNA  messenger Ribonukleinsäure 

NF-1  nuclear factor 1 

NFκB  nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

nNOS  neuronale NO-Synthase (Syn. NOS 1) 

NO  Stickstoffmonoxid 

NOS  NO-Synthase 

p38 MAPK p38 mitogen activated protein kinase 

PAP  Peroxidase-Anti-Peroxidase 

PBS  phoshatgepufferte Kochsalzlösung 

PECAM Platelet/endothelial cell adhesion molecule 

PKC  Proteinkinase C 

PLC  Phospholipase C 

PLD  Phospholipase D 

PLA2  Phospholipase A2 

PCR  Polymerasekettenreaktion 

RAS  Renin-Angiotensin-System 

RAAS  Renin-Angiotensin-Aldosteron-System 

RT-PCR reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion 

SHR  spontan hypertensive Ratte 
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TGF  tubuloglomerular feedback (tubuloglomeruläre Rückkopplung) 

TNF-α  Tumornekrosefaktor alpha 

VSMC  vascular smooth muscle cells (glatte Gefäßmuskelzellen) 

WKY-Ratte Wistar-Kyoto-Ratte 

 

Im Übrigen wurden die gebräuchlichen physikalischen und chemischen Abkürzungen 

verwendet. 
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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 Prä-

valenz der arteriellen Hypertonie in Deutschland beträgt in der Altersgruppe von 55 bis 

64 Jahren etwa 55 % (82). Arterieller Bluthochdruck zählt zu den wichtigen Risikofakto-

ren für die Entstehung der Atherosklerose und kardiovaskulärer Erkrankungen, die ei-

nen vorderen Platz in der Morbiditäts- und Mortalitätsstatistik einnehmen. 

Chronisches Nierenversagen gehört zu den bekannten Ursachen einer arteriellen Hy-

pertonie und besitzt ebenfalls eine große gesundheitsökonomische Relevanz. 65000 

Patienten sind derzeit in Deutschland auf eine Dialyse infolge Nierenversagens ange-

wiesen; und deren Zahl vergrößert sich ständig (1). 

Die Pathogenese chronischer Niereninsuffizienz ist nicht vollständig aufgeklärt. 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 Blutfluß und glomerulärer 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 glomerulärer Arteriolen, die eine Schlüsselfunktion 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 vielfältig. Endothelin erhöht zum Bei-
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spiel, exogen appliziert, den renalen Widerstand (189). Mäßige chronische Erhöhungen 

der Endothelingewebekonzentration in der Niere führen zu Nierenfibrose (87).  

An der Endothelinwirkung sind zwei Rezeptortypen beteiligt, ETA- und ETB-Rezeptoren. 

In den Gefäßen werden ETA-Rezeptoren, welche eine Konstriktion vermitteln, in der 

glatten Gefäßmuskulatur exprimiert (214). ETB-Rezeptoren, die sowohl dilatatorische 

als auch konstriktorische Effekte vermitteln können, 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 ETB-Rezeptoren wirken aber par-

tiell gegensätzlich an den Gefäßen. Die quantitative Verteilung in den verschiedenen 

Gefäßabschnitten entscheidet über den Nettoeffekt des Endothelins auf den Gefäßto-

nus.  

 

Struktur/Vorkommen von Endothelin 

Endothelin besteht aus 21 Aminosäuren 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 Aminosäuren voneinander, während sich 

ET-2 von ET-3 in 6 verschiedenen Aminosäuren unterscheidet. Durch zwei Disulfidbrü-

cken zwischen Cys1-Cys15 und Cys3-Cys11 erhält Endothelin eine Haarnadelschlei-

fen-Konfiguration (49). Das COOH-terminale Ende des Peptids ist für die biologische 

Aktivität des Endothelins notwendig. 

In der Gefäßwand kommt Endothelin vorwiegend in den Endothelzellen vor. Es konnte 

ebenfalls in glatten Gefäßmuskelzellen lokalisiert werden (107; 160). Die Endothelinfrei-

setzung in den Endothelzellen ist jedoch 100-fach höher als die in den glatten Gefäß-

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 10-12 

bis 10-11 mol/l (168; 218). 

 

Synthese/Sekretion/Elimination von Endothelin 

Im menschlichen Erbgut und im Genom einiger Säugetiere wurden drei Gene für Endo-

thelin entdeckt, die sich auf unterschiedlichen Chromosomen befinden (93).  

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

auf Chromosomen 20. Bei Mäusen 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: Aminosäurestruktur von ET-1, ET-2 und ET-3. Grau unterlegt sind die von ET-1 abweichenden 

Aminosäuren (verändert nach (112)). 

 

Das am besten untersuchte ET-1 besitzt fünf Exons und vier Introns mit einer Länge 

von 6,5 kb. Die ET-Isopeptide entstehen durch posttranslationale Prozessierung der 

großen Vorläufermoleküle. Das Präpro-ET-1 ist das primäre Produkt und besteht aus 

212 Aminosäuren. Durch Abspaltungen des Signalpeptids und eines Aminosäurerestes 

durch Endopeptidasen entsteht das Pro-ET-1, auch Big-ET-1 genannt, welches nur eine 

geringe biologische Aktivität 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 membranständig 

vorkommen (176). 

Es ist bis jetzt noch nicht vollständig geklärt, 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 
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werden (79). Für eine ständige Neubildung spricht die Abhängigkeit der Endothelinsek-

retion vom mRNA-Spiegel (216). Das Endothelin wird von den Endothelzellen haupt-

sächlich nach basal sezerniert und entfaltet seine Wirkung vorwiegend parakrin und 

autokrin (206). Für den Abbau von Endothelin wurde eine membranständige Metallopro-

tease beschrieben. Die Degradierung erfolgt anschließend im Lysosomen. 

 

Endothelinrezeptoren/Signaltransduktion/Funktion 

ET-1 ist der stärkste bekannte Vasokonstriktor. Aufgrund dieser Eigenschaft galt das 

ET-System lange Zeit als ein rein kardiovaskuläres System. Inzwischen wurde deutlich, 

daß Endotheline auch viele nicht-kardiovaskuläre Funktionen haben. Sie sind an zahl-

reichen pathologischen Vorgängen beteiligt und spielen eine bedeutende Rolle bei 

Wachstumsvorgängen und der Apoptose. Innerhalb der Endotheline besitzt ET-1 die 

stärkste vasokonstriktorische Potenz und ET-3 die schwächste.  

Es sind drei Subtypen von ET-Rezeptoren bekannt: ETA-, ETB- und ETC-Rezeptoren, 

welche die Endothelinwirkungen vermitteln. Bei Säugetieren gibt es ETA und ETB-

Rezeptoren, die sich in ihrer Affinität zu den Endothelin-Isoformen (169) sowie funktio-

nell in ihrer Wirkung auf die Gefäße unterscheiden (94). 

Für die Bindung an den ETA-Rezeptor gilt: ET-1>ET-2>ET-3, während der ETB-

Rezeptor alle 3 Isoformen mit gleicher Affinität bindet (169). Der ETC-Rezeptor wurde in 

der Froschart Xenopus laevis nachgewiesen. Er hat eine besondere Affinität 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-

nosäurestruktur zu ungefähr 50 % ähnlich. ETA und ETB-Rezeptoren gehören zur Su-

perfamilie der rhodopsinartigen, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit sieben hydro-

phoben transmembranen Helices, einem extrazellulären N- und einem intrazellulären C-

Terminus sowie jeweils drei extra- und intrazellulären 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 Nähe der 7. Schleife sowie einige 

Serinreste, und damit mögliche Phosphorylierungsstellen der zytoplasmatischen Domä-

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 lässt sich auch durch die langfristige Bin-

dung von ET-1 an seine Rezeptoren erklären. Über spezifische G-Proteine erfolgt die 

Aktivierung der Phospholipase C, Bildung von Inositoltriphosphat und letztlich die Frei-

setzung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum. Dies führt zur ersten 

Phase der Vasokonstriktion. Die zweite Phase ist vom extrazellulären Ca2+-Einstrom 

abhängig (Abb. 1.2). Die Aktivität der Phospholipasen A2 und D wird ebenfalls über die 

ETA- und ETB-Rezeptoren stimuliert. Außerdem existiert ein Stickstoffmonoxid-

abhänger Weg über die Guanylatzyklase (156). 

Die Aktivierung der ETB-Rezeptoren fördert auch die NO- und Prostazyklin-Synthese 

über die Aktivierung der kalziumabhängigen NO-Synthase (eNOS) und der Phospholi-

pase A2 (83; 209). Das freigesetzte NO diffundiert über die Zellmembran in glattmusku-

läre Zellen, aktiviert die lösliche Guanylatzyklase, wobei dann zyklisches 3',5'-

Guanosinmonophosphat (cGMP) die Kontraktion der glatten Gefäßmuskelzelle über 

verschiedene Mechanismen inhibiert. Zu den vasoaktiven Substanzen, die via Phos-

pholipase A2 entstehen, gehören Thromboxan A2 und Prostaglandin E2 (Gefäßkonstrik-

tion) sowie Prostazyklin (Dilatation). ETB-Rezeptoren aktivieren auch die Phospholipase 

C. Infolge dessen erhöht sich die intrazelluläre Kalziumkonzentration und die glattmus-

kuläre Kontraktion wird verstärkt. 

ETB-Rezeptoren sind an der Regulation der ET-1-Plasmakonzentration beteiligt. Ver-

schiedene Studien zeigen eine clearance-Funktion von ETB-Rezeptoren, wobei die 

Lungenstrombahn am Gesamteffekt zu etwa 50 % beteiligt ist (44; 207). Abbildung 1.3 

gibt einen Überblick über die Signalwege von ETA und ETB Rezeptoren. 
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Abb. 1.2: Inhaltlich stark reduzierte Darstellung der Signaltransduktion von ET-Rezeptoren, die zur Kont-

raktion von glatten Muskelzellen führt: Der aktivierte ET-Rezeptor stimuliert über einen G-Protein-

gekoppelten Signaltransduktionsweg die Hydrolyse von Phospholipase C. Dieses führt zu einem Anstieg 

von Inositoltriphosphat und Diazylglyzerol. Inositoltriphosphat führt zu einer Freisetzung von Ca2+ aus den 

intrazellulären Speichern. Die von Diazylglyzerol und Ca2+ aktivierte Proteinkinase C sensitiviert den kont-

raktilen Apparat für Kalzium. Das freigesetzte Kalzium führt zur Kontraktion der Muskelzellen (SOC – 

„store operate calcium channel“, Abbildung verändert nach (118)). 

 

ETA- und ETB-Rezeptoren können konstitutive Homo- und Heterodimere bilden. Dies 

wurde unter anderem funktionell, mittels FRET-Analyse, konfokaler Mikroskopie und 

Bindungsstudien gezeigt (70; 71). Dimerizationen gibt es möglicherweise auch zwi-

schen ETA- und AT1-, D3- oder alpha1-Rezeptoren. Hierzu liegen Ergebnisse histoche-

mischer Studien bzw. Hinweise aus funktionellen Experimenten vor (33; 65; 162; 220). 

Solche Rezeptorinteraktionen sind möglicherweise für die zum Teil schwer zu interpre-

tierenden experimentellen Ergebnisse verantwortlich, bei denen keine klare Zuordnung 

der Funktion von ETA- aund ETB-Rezeptoren getroffen werden konnte (94; 102). 
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Abb.1.3: Signaltransduktion der ETA- und ETB-Rezeptoren (verändert nach (130)). Abkürzungen: CaM – 

Calcium-Calmodulin-Komplex, DAG – Diazylglyzerol, G - G-Protein, IP3 – Inositoltriphosphat, Kv – „volta-

ge gated potassium channel“, NSCC – „non selective cationic channel“, PIP2 – Phosphatidylinositolbi-

phosphate, PKC – Proteinkinase C, PGE2 – Prostaglandin E2, PGI2 – Prostaglandin I2 (Prostazyklin), 

PLA2 – Phospholipase A2, PLC – Phospholipase C, ROC – “receptor operated calcium channel”, Ryr – 

Ryanodinreceptor, TXA2 – Thromboxan A2, VDCC – “voltage-dependent calcium channel”, c-foc, c-jun, c- 

myc - Transkriptionsfaktoren. 

 

Regulation der Expression von ET-1 und ET-Rezeptoren 

Extrazelluläres ET-1 beeinflußt die ET-1-mRNA-Menge in endothelialen Zellen der Lun-

genstrombahn durch Modulation der RNA-Stabilität und Transkription. Signalwege 

schließen den ETB-Rezeptor und seine Endozytose (ET-1/ETB-Rezeptor-Komplex) so-

wie ERK und p38 MAPK-Aktivierung ein (52). Dieser negative Rückkopplungsmecha-

nismus, über den die ET-1-Expression reguliert wird, ist für die normale Funktion des 

Endothelsystems von Bedeutung (171). Die ET-1-Expression wird auch über andere 

Wege beeinflusst. Ang II zum Beispiel induziert eine ET-Expressions-Steigerung über 

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-
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gen sprechen für 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 erhöht werden, während Dexamethason ver-

mindernd wirkt (134; 138). Die Promotorregion der ET-Rezeptorgene ist vermutlich für 

ihre gewebsspezifische Expression verantwortlich (66). 

 

1.2 Renin-Angiotensin-System 
Physiologie des Renin-Angiotensin-Systems 

Das Enzym Renin bewirkt die Bildung von Angiotensin I (Ang I) aus Angiotensinogen. 

Ang I ist ein Substrat des Angiotenin-konvertierenden Enzyms (ACE) und wird in Ang II 

ungewandelt. Ang II kann auch über andere Wege unter Umgehung des ACE gebildet 

werden (21; 47; 195). Hauptquelle für Angiotensinogen ist die Leber. Renin wird in grö-

ßerem Umfang in den Zellen des juxtaglomerlären Apparates der Niere synthetisiert. 

Seine Bildung und Auschüttung unterliegt verschiedenen intrarenalen, sympathischen 

und humoralen Einflüssen (34).  

Ang II hat viele Effekte (Abb. 1.4). Es ist ein Vasokonstriktor, erhöht die Aldosteronbio-

synthese, –sekretion und damit die Natriumretention. Beide Wirkungen sind blutdruck-

steigernd. Ang II kann die Katecholaminfreisetzung, Sekretion von adrenokortikotropem 

Hormon (ACTH) sowie von Vasopressin stimulieren und hat eine dispogene Wirkung 

(58; 73). Ang II besitzt darüber hinaus wachstumsfaktorähnliche 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 III), Angiotensin 3-8 (Ang IV) und Angioten-

sin 1-7, für die ebenfalls eine biologische Aktivität nachgewiesen werden konnte (58; 

73). Die Degradierung der Substanzen führt schließlich zum inaktiven Metaboliten. 

Es gibt neben dem systemischen Renin-Angiotensin-System (RAS) auch lokale RAS in 

verschiedenen Organen, deren Regulation möglicherweise unabhängig von zirkulieren-

den Komponenten des RAS erfolgt (24; 46; 149). Lokal produziertes Ang II 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). 

 
 
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 I ab. Dieses wird dann durch das ACE, das größtenteils an der luminalen 

Oberfläche des Endothels lokalisiert ist, in das Angiotensin II umgewandelt. AT II ist das biologisch aktive 

Peptid, welches durch spezifische Bindung an verschiedenen Rezeptoren die Effekte an Herz, Gefäßen, 

Niere und anderen vermittelt. Es besteht eine höhere Affinität zum AT1 Rezeptor als zum AT2 Rezeptor 

(verändert nach (204) 

 

Angiotensin-Rezeptoren 

Es gibt zwei Rezeptortypen: Typ 1 (AT1) und Typ 2 (AT2). Der AT1-Rezeptor vermittelt 

die meisten der bekannten Wirkungen von Ang II. Es wurden zwei Subtypen des AT1- 

Rezeptors, AT1A- und AT1B-Rezeptoren, beschrieben. Diese sind in ihrer Aminosäurest-

ruktur zu mehr als 95 % identisch. Die Differenzierung von AT1A-und AT1B-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 AT1B-Rezeptor-mRNA wird in einer 

Vielzahl von Geweben exprimiert, wobei AT1A-Rezeptoren, außer in der Hypophyse und 

den Nebennieren, dominieren. 

 

AT1-Rezeptoren 

Die Expression von AT1-Rezeptoren wird durch negative Rückkopplung durch Agonis-

ten (Ang II) kontrolliert. Akute Ang II-Behandlungen erhöhen die Rezeptordichte, wäh-

rend chronische Ang II-Konzentrationserhöhungen mit einer Verminderung der Expres-

sion von AT1-Rezeptoren einhergehen. Es gibt zudem hormonale Regulationsmecha-

nismen und Wachstumsfaktoren, welche die AT1-Rezeptorexpression beeinflussen (42; 

75). An glatten Gefäßmuskelzellen führten NO, Schilddrüsenhormone, PGF, EGF, und 

Östrogene zu einer Verminderung der AT1A-Rezeptorexpression (105), während LDL, 

Progesteron und Insulin sie erhöhen (siehe (124)).  

Entsprechend seiner vielfältigen Funktionen aktiviert Ang II eine ganze Reihe von Sig-

nalkaskaden. Diese sind G-Protein vermittelt oder laufen über andere Wege. AT1-

Rezeptoren können unter anderem auch mit Tyrosinkinasen, FAK oder JAK interagie-

ren. Viele Effekte von Ang II finden in glatten Muskelzellen statt. Da Gefäßmuskelzellen 

und ihre Funktion bei der Einstellung des Gefäßtonus in der vorliegenden Schrift im Mit-

telpunkt stehen, wird auf Signalwege eingegangen, die für diese Funktion eine Rolle 

spielen.  

Die Agonist-AT1-Rezeptor-Interaktion aktiviert G-Proteine, deren Zielstrukturen Phos-

pholipasen (PLC, PLA2, PLD) sind. PLC produziert Diazylglyzerol (DAG) und Inositoltri-

phosphat (IP3), welches sarkoplasmatische Kalziumkanäle öffnet und die zytoplasmati-

sche Kalziumkonzentration erhöht. Das Kalzium verbindet sich mit Calmodulin. Dieser 

Komplex aktiviert die Myosinleichtkettenkinase (MLCK), wobei die Phosporylierung der 

Leichtkette zur Verstärkung der Interaktion von Myosin und Aktin führt und damit den 

kontraktilen Status erhöht (215). 

Ein anderer wichtiger Weg führt zur Hemmung des Gegenspielers der MLCK – der 

Myosinleichtkettenphosphatase (MLCP), mit dem Ergebnis der Erhöhung der Kalzium-

sensitivität des kontraktilen Apparates. Dieser Mechanismus spielt für 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 
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und wird unter anderem durch PKC-Signalwege aktiviert. Eine Übersicht über weitere 

Signalwege des AT1-Rezeptors, die für die Kontraktion ebenfalls von Bedeutung sein 

können, gibt Abbildung 1.5. 

 

AT2-Rezeptoren 

Über die biochemischen und physiologischen Funktionen von AT2-Rezeptoren ist immer 

noch verhältnismäßig wenig bekannt. AT2-Rezeptoren sind in der Fötalperiode stark 

exprimiert, weshalb eine Beteiligung an Entwicklungs- und Differenzierungsprozessen 

angenommen wird (4; 62; 202). Postnatal nimmt die Expression des AT2-Rezeptors in-

nerhalb weniger Wochen ab und beschränkt sich auf bestimmte Organe und Gehirnre-

gionen (68; 203). 

Möglicherweise ist in der Signalkaskade ein inhibitorisches G- Protein eingeschaltet, 

welches vor allem Phosphatasen aktiviert. Diese können durch Dephosphorylierung die 

Mitogen-aktivierten Proteinkinasen hemmen, die eine wichtige Rolle bei der Proliferation 

spielen. Ebenfalls kommt es zur Inaktivierung der ERK, zur Öffnung von „delayed recti-

fier“ Kaliumkanälen und zur Inhibition von T-Typ-Kalziumkanälen (99).  

AT2-Rezeptoren induzieren die Freisetzung zahlreicher Substanzen in Gefäßen wie z.B. 

Bradykinin oder NO und können an Gefäßen vasodilatatorisch wirken (25; 39; 64). 

Die Lokalisation des AT2-Rezeptors in der Niere ist nicht gut untersucht. Es wird eine 

entwicklungsabhängige Expression diskutiert. In situ-Hybridisierungsexperimente von 

Shanmugam et al. (185) wiesen AT2-Rezeptoren nur in fetalen und unreifen Rattennie-

ren nach. In jüngster Zeit gelang der immunhistochemische Nachweis des AT2-

Rezeptors in Glomeruli sowie proximalen und distalen Tubuli adulter Ratten (127; 187). 

Die RT-PCR von isolierten afferenten Arteriolen zeigte, dass die AT2-mRNA in nur sehr 

geringen Mengen in präglomerulären Gefäßen von Ratten zu finden ist (144). Der AT2-

Rezeptor konnte nicht oder nur in geringem Ausmaß in einigen Bindungsstudien nach-

gewiesen werden (3; 166; 182). In Glomeruli, Markstrahlen und der Medulla von Mäu-

sen wurde dagegen Rezeptorprotein mittels fluoreszierender Antikörper identifiziert (5). 
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Abb. 1.5: Signalwege für die Ang II-induzierte Kontraktion. PC – Phosphatidylcholine, PIP2 - Phosphati-

dylinositolbisphosphat, G – G-Protein, PLD – Phospholipase D, PLC – Phospholipase C, PLA2 – Phos-

pholipase A2, PA – phosphatidische Säure, DAG – Diazylglycerol, IP3 – Phosphatidylinositoltriphosphat, 

AA – Arachidonsäure, LO – Lipoxygenase, Cyt p450 – Zytochromoxidase p450, COX – Zytochrom-c-

oxidase, LTs – Leukotriene, HETEs – „Hydroxyeicosatetraenoic acid“, EETs - epoxyeicosatrienoic acid, 

PGE2 – Prostaglandin E2, PGI2 – Prostaglandin I2 (Prostazyklin), PGH2 – Prostaglandin H2, 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 II 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 über eine rein additive Wirkung hi-

nausgehen (165). Das Renin-Angiotensin- und Endothelinsystem interagieren bei einer 

Reihe von Hypertoniemodellen. Hemmung der ETA- und ETB-Rezeptoren durch Bosen-
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tan verminderte den Ang II induzierten Blutdruckanstieg in SHR und WKY-Ratten (11). 

Salzreiche Diät allein oder in Kombination mit Ang II erhöhte die Endothelinausschei-

dung und ET-1 Immunreaktivität im Kortex und in der äußeren Medulla bei Sprague-

Dawley-Ratten (173). Ebenfalls in Sprague-Dawley-Ratten führte eine Ang II-

Behandlung (5 Tage) zur Erhöhung der ET-1 Expression in glattmuskulären Zellen 

(158). Der Blutdruckanstieg wurde hier durch ETA- und AT1-Antagonisten vermindert. In 

einem ähnlichen Modell führte eine Ang II-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 II-Effekte durch das Endothelinsystem vermittelt 

werden. 

Ang II stimuliert die ET-1- (prepro ET-1) und ECE-1-Synthese möglicherweise durch 

Modulation der Transkription beider Gene. Untersuchungen in Endothel- und glattmus-

kulären Zellkulturen zeigen, dass AT1-Rezeptor induzierte Signalwege über AP-1/PKC 

und ERKs dabei eine Rolle spielen (29; 76; 88; 92; 95; 165; 192). 

ET-1 hemmmt die Sekretion von Renin aus juxtaglomerulären 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 schließen ETA- und ETB-Rezeptoren ein, welche 

die intrazelluläre Kalziumkonzentration erhöhen (via ETA) und damit die Reninsekretion 

hemmen (74). ETB-Rezeptoren können die NO-Freisetzung stimulieren und hemmen 

somit die Reninfreisetzung (170). Ein anderer möglicher Weg verläuft über 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, nämlich 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 beträgt im Schnitt nur wenige Sekunden (122). 

NO hat eine ganze Reihe von Funktionen. Es spielt unter anderem eine Rolle bei der 

Gedächtnisbildung durch Verstärkung der Langzeitpotenzierung (53), moduliert den 

TGF (151), beeinflusst die Reninfreisetzung (151) (nNOS-Effekte) und ist ein wichtiger 

Faktor bei der Regulation der Gefäßweite (eNOS) (56). 
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NO ensteht, indem die semi-essentielle Aminosäure L-Arginin durch die NOS zu L-

Citrullin und NO verstoffwechselt wird (9). 

Der grundsätzliche biologische Unterschied der NOS-Isoformen besteht darin, dass die 

konstitutiven NOS durch biologische Stimuli NO nur über einen begrenzten Zeitraum 

von Sekunden und in der Größenordnung von picomolaren Konzentrationen synthetisie-

ren, während die iNOS nach der Induktion in der Lage sind, über Stunden bis Tage NO 

in nanomolaren, also wenigstens drei Zehnerpotenzen höheren Konzentrationen, zu 

produzieren (153). Die konstitutiv exprimierten Isoformen sind dabei Calmodulin-

abhängig, unterliegen also einer Kontrolle durch den intrazellulären Kalzium-

Stoffwechsel (115). 

Die eNOS ist funktionell mit der Regulation der lokalen und systemischen Hämodyna-

mik verbunden. Die NO-Effekte werden überwiegend durch eine Aktivierung der lösli-

chen Form der Guanylatcyclase und Anstieg der intrazellulären cGMP-Konzentration in 

den glatten Muskelzellen der Gefäße vermittelt. NO wirkt also auf den Gefäßtonus 

durch Bildung von cGMP, welches phosphorylierende Enzyme aktiviert. Die Mechanis-

men, die zur Gefäßdilatation führen sind vielfältig und reduzieren im Ergebnis die zyto-

solische Kalziumkonzentration. Dazu gehören die Stimulation der Kalziumpumpe und 

der Na+-Ca2+-Austauscher an der Plasmamembran (57) sowie ein Anstieg der Aktivität 

der sarkoplasmatischen Kalziumpumpe (30). Ein anderer Signalweg betrifft die cGMP-

abhängige Proteinkinase (PKG), welche kalziumaktivierte Kaliumkanäle (BK(Ca)) akti-

viert, hyperpolarisiert und damit Gefäßmuskelzellen relaxiert (67). Die dilatative Wirkung 

von NO/cGMP ist aber auch mit einer Verminderung der Kalziumsensitivität des kont-

raktilen Apparates verbunden (20; 175). 

Die iNOS, welche zunächst in Makrophagen entdeckt wurde (191), kann in vielen Kör-

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 schließt sowohl die Blutdruckregulation, als auch Entzündungen, Infektionen und 

die Entstehung maligner Erkrankungen ein. Die iNOS ist ein Mediator unspezifischer 

Abwehr und hat für die Bekämpfung von Bakterien, Viren und Parasiten Bedeutung 

(119).  

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

tosolisch als auch membrangebunden vor. Die iNOS ist im Gegensatz zu den anderen 
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Formen nicht Kalzium/Calmodulin-abhängig. 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 beträgt 130000-160000 Da.  

Obwohl eNOS und nNOS als konstitutiv exprimierte NOS-Isoformen bekannt sind, un-

terliegt ihre Expression verschiedenen Einflußfaktoren. Für das eNOS-Gen sind con-

census sites für die Kontrolle durch AP-1, AP-2, NF-1 und acute phase reactants sowie 

durch Scherkraft vorhanden. Experimentelle Befunde deuten auf eine Erhöhung des 

Transkripts durch Scherkräfte (137), physische Aktivität (184) und Hypoxie hin. TNF-α 

vermindert die eNOS-Expression durch Verminderung der RNA-Stabilität (219). Die Er-

gebnisse zur Rolle von Östrogenen sind widersprüchlich (6; 110). Scherkraft und Endo-

thelzellproliferation sind die starken Einflussfaktoren, die ihre Wirkung über die trans-

kriptionelle und postranskriptionelle Mechanismen entfalten.  

Die Aktivitätsmodifikation der eNOS hat möglicherweise eine größere Bedeutung als die 

Kontrolle der Transkription/Translation für die NO-Produktion (7). Posttranslationelle 

Mechanismen, wie zum Beispiel eNOS-Phosphorylierung, sind daran beteiligt und ver-

mitteln auch akute Scherkraftwirkungen (126). Die räumliche Beziehung zu Caveolae 

der Zellmembran moduliert ebenfalls die Aktivität der eNOS. Das Enzym interagiert mit 

Caveolin-1, das einen hemmenden Einfluß ausübt. Dieser Effekt wird durch Ca2+-

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 können die endotheliale NO-Produktion über 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 ETB-
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Rezeptorantagonist, und das radikalvermindernde Apocynin unterdrücken die ET-1-

Wirkung (40). 

Wie schon erwähnt, wird die iNOS vorrangig nach Stimulation exprimiert. Zu den Stimu-

latoren zählen Interleukin-1, Interferon-γ, TNF-α, cAMP, cGMP, NFκB, während eine 

hemmende Wirkung für NO und Glukokortikoide beschrieben wurde. Mechanismen der 

Genregulation schließen Transkriptions- und mRNA-Stabilitätsmodulation ein. 

 

1.4 Regulation der Nierendurchblutung 
Autoregulation der Nierendurchblutung 

Die Nieren (2 % der Körpermasse) erhalten 25 % des Herzminutenvolumens. Dieser 

beträchtliche Blutfluß wird durch den systemischen Blutdruck getrieben. Die Autoregula-

tion der Nierendurchblutung, d.h. Aufrechterhaltung stabiler Perfusion und stabilen Dru-

ckes, bei wechselnden systemischen Blutdrücken, ermöglicht eine konstante Filtrations-

rate und damit Resorption wichtiger Elektrolyte (32). 

An der Regulation der Nierendurchblutung sind verschiedene Systeme beteiligt. Dazu 

gehören systemische Komponenten wie das Renin-Angiotensin-System, Vasopressin, 

efferente sympathische Aktivität, sowie die natriuretischen Peptide ANP, BNP, CNP, 

lokale oder parakrine Komponenten wie Faktoren aus dem Endothel (NO, Endothelin, 

Arachidonsäurederivate) 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 Nierengefäße (insbesondere der afferenten Arterio-

len)(81; 100), die tubuloglomeruläre Rückkopplung (179), sowie ein vermutlich metabo-

lisch getriebener Einfluß auf die Gefäßweite (101; 183).  

 

 

Rolle des Renin-Angiotensin-, Endothelin und Stickoxidsystems 

Ang II konstringiert die renalen Arterien und Arteriolen dosis- bzw. konzentrationsab-

hängig (4; 145; 147; 148), erhöht damit den totalen Widerstand der Niere und vermin-

dert die Nierendurchblutung (109; 136; 164). Diese experimentellen Befunde weisen auf 

eine wichtige Rolle von Ang II bei der Regulation von Nierendurchblutung und Filtration 
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hin. Quellen des Ang II sind das systemische „klassische“ Renin-Angiotensin II-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-

taglomerulären Zellen der afferenten Arteriole freigesetzt (181). Die Reninfreisetzung 

wird durch negative Rückkopplungsmechanismen begrenzt: Ang II, ein höherer Blut-

druck, Erhöhung der NaCl-Bestandes und Zunahme des extrazellulären Volumens ver-

mindern die Renifreisetzung (181). 

Die Ang II-induzierte Gefäßkonstriktion in der Niere wird über AT1-Rezeptoren vermit-

telt. Parallele NO-Freisetzung dämpft die konstriktorische Wirkung, wie in Modellen iso-

liert perfundierter Arterien und Arteriolen der Niere gezeigt wurde (146; 155; 199). Mög-

licherweise wird aber auch durch Aktivierung des AT2-Rezeptors NO in der Niere frei-

gesetzt, wie es andere Studien unter Verwendung einer renalen Dialysemethode be-

schrieben (25; 188).  

Ang II moduliert den TGF, der eine Verbindung zwischen der NaCl-Konzentration/Be-

ladung des distalen Tubulus, als Ergebnis von glomerulärer Filtrationsrate (GFR) und 

Resorptionrate, und dem Kontraktionzustand der afferenten Arteriole herstellt. Erhöhte 

Konzentration/Beladung mit NaCl führt zur Kontraktion der afferenten Arteriole und da-

mit Reduktion der GFR. Damit können kurzfristig NaCl-Verluste vermieden werden 

(179). Transmitter zwischen den Sensorzellen des distalen Tubulus (Macula densa) und 

den glattmuskulären Zellen der afferenten Arteriole sind Adenosine und ATP (15; 77; 

78; 113). Die Mehrzahl der experimentellen Arbeiten sprechen für eine synergistische 

und mehr als additive Wirkung von Ang II auf den TGF bzw. die Adenosinwirkung an 

der afferenten Arteriole (77; 114; 213). AT1A-Rezeptor-Defizit oder AT1-Rezeptor-

Inhibition gehen mit vermindertem TGF unter in vitro-Bedingungen einher (180; 213). 

Die Befunde unterstreichen die große Bedeutung von Ang II für den TGF und die renale 

Autoregulation.  

Exogen zugeführtes ET-1 führt ebenfalls zu einer Verminderung von renalem Blutfluß 

und GFR (23; 103; 104; 154; 205). Diese Eigenschaft wird als pathogenetischer Faktor 

für chronisches Nierenversagen angesehen (19; 22; 43; 63; 117). Dafür spricht auch, 

daß selektive ETA-Rezeptorinhibition oder nichtselektive ET-Rezeptorblockade die ein-

geschränkte Nierendurchblutung verbessert (26; 123; 140). ETB-Rezeptoren-Blockade 

verstärkt dagegen eher ET-1-bedingte Gefäß- und Perfusionsveränderungen (123). ET-
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1-Effekte auf die renale Hämodynamik sind speziesspezifisch: Während eine ETB-

Rezeptorblockade bei Ratten eher geringe Auswirkungen auf den Blutfluß hat, kommt 

es beim Menschen zu einer deutlichen Vasokonstriktion. ETB-Rezeptoren haben offen-

sichtlich einen Einfluß auf den (Ruhe)Gefäßtonus bei Menschen (63). 

Zwei ET-Rezeptorsubtypen mit multiplen Funktionen sowie deren ungleiche Expression 

in vaskulären glatten Muskelzellen und Endothelzellen sind ein Grund für Schwierigkei-

ten bei der Interpretation von ET-1-Effekten in verschiedenen experimentellen Model-

len. Es wurde schon oben erwähnt, dass auch homologe oder heterologe Rezeptordi-

merisationen in diesem Zusammenhang von Bedeutung sein können. Funktionelle und 

histologischen Studien weisen auf konstriktorische Effekte von ETA- und ETB-

Rezeptoren in glatten Gefäßmuskeln hin (54; 214). ETB-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 Gefäßtypen und damit auf die 

GFR. Allerding sind die dazu erhobenen Befunde in der Literatur widersprüchlich, so-

wohl Erhöhungen als Erniedrigungen der GFR wurden beobachtet (48; 94; 116; 121). 

Endothelin hat einen Einfluß auf die renale Autoregulation. Blockade des ETB-

Rezeptors führte bei Ratten zu einer Verstärkung der myogenen Komponente (186). 

Hinsichtlich möglicher ET-1-Wirkungen auf den TGF liegen keine eindeutige Daten vor 

(163; 193). 

Wichtige Gegenspieler vasokonstriktorischer Aktivität von Agonisten in der Niere sind 

die konstitutiven NO-Systeme. NO dilatiert renale Gefäße. Es gibt sowohl eine tonische 

Komponente als auch Agonist-induzierte NO-Freisetzungen in renalen Gefäßen (13; 90; 

96; 97). Sowohl Ang II als auch ET-1 können über AT1-, AT2- bzw. ETB-Rezeptoren ei-

gene konstrikorische Effekte durch Erhöhung der NO-Bioverfügbarkeit im Gefäß balan-

cieren (90; 146). Im Bereich des juxtaglomerulären Apparates der Niere respektive der 

glomerulären Arteriolen sind sowohl die eNOS als auch nNOS an der Generierung von 

NO und Einstellung des Gefäßtonus beteiligt (148). Insbesondere von der nNOS produ-

ziertes NO aus den Macula densa-Zellen moduliert den TGF im Sinne einer Abschwä-

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 Literaturübersicht zeigt, dass das Renin-Angiotensin-, Endothelin- und NO-System 

und deren Interaktion für die Autoregulation und Modifikation der Nierendurchblutung 

wichtig sind. Dabei spielen nicht nur synergistische und antagonistische Funktionen bei 

der Einstellung von Gefäßtonus und -reaktivität 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 glomerulärer Arteriolen werden ETB-Rezeptor-defiziente 

Mäuse (142) als ein Modell zur Untersuchung von Rezeptorfunktionen an diesen Gefä-

ßen verwendet. 

 

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass ein (angeborenes) ETB-Rezeptor-Defizit die 

Expression der ET-1-Gewebekonzentration in der Niere, die Expression von ETA-, An-

giotensin-Rezeptoren sowie von NOS-Isoformen in den glomerulären Arteriolen verän-

dert. Dies ist Gegenstand der vorliegenden Schrift. Kenntnisse über die erwarteten 

Genexpressionsänderungen sind für die Interpretation funktioneller Untersuchungen an 

Gefäßen notwendig. 

 

Daraus werden folgende Aufgabenstellungen abgeleitet:  

 

1. Etablierung einer Methode zur Gewinnung einer adäquaten Menge und Qualität 

glomerulären Arteriolen (afferente Arteriolen). 

2. Überprüfung der Verwendbarkeit der Methode für die quantitative Bestimmung 

der Expression auf mRNA- und Protein-Ebene. 

3. Bestimmung der mRNA-Expression für die relevanten Gene in ETB-defizienten 

Mäusen und Wildtypen mit real-time-RT-PCR 

4. Bestimmung der Protein-Expression für die relevanten Gene in ETB-defizienten 

Mäusen und Wildtypen mittels Western-Blot 
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2 Methoden 
2.1 Versuchstiere 
Es wurden C57BL6-Mäuse im Alter von ca. 6 Monaten (25-30 g Körpermasse) für die 

methodischen Arbeiten zu den Eisenoxideffekten bei der Isolation von afferenten Arte-

riolen verwendet. Die Bestimmung der Gen-Expression erfolgte an genetisch veränder-

ten männlichen und weiblichen Mäusen (rescued ETB-knock out-Mäuse) und Wildtypen 

(Körpermasse 20–25g). Alle Mäuse lebten in Käfighaltung mit einem geregelten Hell-

Dunkel-Rhythmus und erhielten Trockenfutter und Wasser ad libitum. Sämtliche Tierex-

perimente fanden unter Berücksichtigung des Tierschutzgesetzes vom 01.01.1987, he-

rausgegeben vom Bundesministerium der Justiz, statt. Die Tiertötung wurde durch das 

LAGESO (Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin, T 003/06) genehmigt. Die 

„Grundsätze der Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ wurden beach-

tet.  

 

2.2 ETB-knock out-Modell 
Die DNA der ETB-Rezeptorproteine besteht aus einem Promoter und 8 Exons, die für 

ein funktionelles ETB-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 führt in allen Geweben zu einem funktionslosen ETB-Rezeptor. ETB-Rezeptor-

Defizit geht unter anderem mit einem Megakolon („Hirschsprung Disease“) einher (89). 

Die Tiere überleben 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-ß-Hydoroxylase-Promotor mit den Se-

quenzen von Exon 1-Exon 8. Die Introns zwischen den Exons wurden deletiert (Abb. 

2.1). Dieser Dopamin-ß-Hydroxylase-Promotor wird nur in Zellen des autonomen Ner-

vensystems aktiviert, so dass dort ein funktioneller ETB-Rezeptor exprimiert wird, der 

die Ausbildung des Megakolons verhindert. In den Endothelzellen u.a. der glomerulären 

Arteriolen wird nur der funktionslose ETB-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 ETB-Rezeptoren in der genomischen DNA kommt es zur Ausbildung zu einem funktions-

untüchtigen ETB-Rezeptors in alle Geweben. Das führt zur Ausbildung eines Megacolons (Morbus 

Hirschsprung) und somit zu einer verkürzten Lebensdauer der transgenen knock out-Mäusen. Durch den 

Einbau von einem „rescue“ in der genomischen DNA, welcher einen gewebsspezifischen Promotor mit 

der kompletten ETB-Rezeptor-cDNA besitzt, ist die Ausbildung von einem ETB-Rezeptor in bestimmten 

Geweben gewährleistet. 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 Abschätzung des methodischen Einflusses, den die auf Eisenoxid basierende Me-

thode zur Isolation von präglomerulären Gefäßen aus der Mausniere ausübt, wurden 

funktionelle Messungen und Expressionsuntersuchungen an Aorten sowie histologische 

Untersuchungen des Nierengewebes (Arteriolen) durchgeführt. Da es keine Möglichkeit 

gibt, glomeruläre Arteriolen ohne Eisenoxid zu isolieren, wurde ein Modell an großen 

Gefäßen entwickelt, welche alternativ mit und ohne Eisenoxid isoliert und deren Funkti-

on und Genexpression analysiert werden können. Die Aorta abdominales diente als 

Versuchsmodell.  
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Die Versuchstiere wurden narkotisiert und durch zervikale Translokation getötet. Nach 

einer Laparotomie wurde die Aorta freigelegt, unterhalb der Nieren abgebunden und der 

Brustkorb eröffnet. Mit einer Kanüle wurde in die linke Herzkammer eingestochen und 

20 ml reine PBS-Lösung (Biochrom AG, D) perfundiert. Durch Öffnen der Vena cava im 

Lumbalbereich erfolgte ein Auswaschen des Blutes der Maus. Nach der PBS-Perfusion 

wurde die Eisenoxidlösung (Zusammensetzung siehe 2.3.1) perfundiert.  

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

Zusammensetzung der Eisenoxidlösung: 

50 ml  PBS 

5g  Eisenoxid-Pulver (Fa. Serva, D) 

5g  Albumin (bovines Serumalbumin,SERVA, D) 

 

2.3.2 Gewebegewinnung 
Die präparierten Aorten wurden für die spätere RNA-Isolation in einem Eppendorf-

Gefäß mit 1000 ml TRIZOL®-Reagenz (Biozol, D) eingebracht, mittels flüssigen Stick-

stoffs schockgefroren und anschließend bei –80°C gelagert. 

 

2.3.3 Funktionelle Testung der Endothelfunktion von Aortenringen 
Die Aorten wurden hinsichtlich ihrer Dilatationsfähigkeit untersucht. Als Methode zur in 

vitro-Messung der Gefäßkontraktion 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, Dänemark). 

Aortensegmente von ca. 2 mm Länge wurden mittels zweier Wolframdrähte (Durch-

messer 40μm) im Myographen befestigt. Die Drähte 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 Längen-Spannungs-Verhältnis 

beruhendes Normalisierungsprotokoll durchgeführt. Es diente dazu, eine dem physiolo-

gischen intravaskulären Druck von 100mmHg entsprechende Vordehnung des Gefäßes 

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

 

Versuchsprotokoll 

Nach dem Einspannen der Gefäßringe in den Myographen wurde die Krebs-Henseleit-

Puffer-Lösung (K-H-P) auf 37°C erwärmt und eine gleichmäßige Karbogenzufuhr (95 % 

O2, 5 % CO2) gewährleistet. Dies führte zur Pufferbildung, zu konstanten pH-Wert-

Bedingungen (pH 7,4) und ausreichender Oxygenierung der Gefäße. 

Danach wurde die Normalisierung durchgeführt. Es folgte eine Stabilisierungsphase von 

vierzig Minuten mit zweimaligem Austausch des K-H-P. Die Aortenringe wurden dann 

mit KCl (100mol/l) (Carl Roth GmbH, D) stimuliert und die Depolarisationkontraktion 

gemessen. Dies diente der Testung der Gefäßintegrität. Nach Auswaschen wurde mit 

Phenylephrin (10- 5 M) (Sigma Aldrich Chemie GmbH, D) auf etwa 50 % der KCl-

Kontraktion vorkontrahiert. Die Applikation von Acetylcholin (10-6 M) (Sigma Aldrich 

Chemie GmbH, D) zur Testung der Endothel-abhängigen 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) 

CaCl2   2, 5 mM (Sigma Aldrich Chemie, D) 

MgSO47H2O  1,2 mM (Carl Roth GmbH, D) 

K2PO4   1,19 mM (Carl Roth GmbH, D) 

NaHCO3  24,67 mM (Carl Roth GmbH, D) 

Glukose  11,5 mM (Merck, D) 
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Datenerfassung und Analyse 

Für die Datenaufzeichnung stand ein PowerLab System (ADinstruments GmbH, D) zur 

Verfügung. Die Analyse der Daten übernahm das Programm XmAna (programmiert von 

Dr. Harald M. Stauß). 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 führt durch Proteindenatuierung zur Lyse von Zellen und 

Zellkompartimenten, so dass die RNA zugänglich wird. Durch Zusatz von Chloroform 

(Carl Roth, D) und Zentrifugieren wird das Zelllysat in eine wässrige Phase, eine Inter-

phase und eine organische Phase aufgetrennt. In der wässrigen Phase befindet sich die 

RNA, die durch Zusatz von Isopropanol (Carl Roth, D) ausgefällt wird. 

Die isolierten präglomerulären Gefäße wurden in ein Reaktionsgefäß mit 1000μl TRI-

ZOL®-Reagenz gegeben, 200μl Chloroform (Carl Roth, D) hinzugefügt und die Probe 

gevortext, bis eine homogene milchige Lösung entstand. Nach einer 3-minütigen Inku-

bation bei Raumtemperatur wurde bei 12000*g 15 Minuten zentrifugiert. Die Temperatur 

in der Zentrifuge (Sigma, D) betrug 4ºC, um die RNAase-Aktivität gering zu halten. Die 

wässrige Phase wurde nach dem Zentrifugieren in ein neues Reaktionsgefäß überführt 

und mit 500μl Isopropanol zur Fällung der RNA versetzt. Dieser Schritt diente der RNA-

Präzipitation. Nach einer 10-minütigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde er-

neut 15 Minuten lang mit 15000*g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das 

abgesetzte Pellet wurde mit 75 % Ethanol in DEPC-H2O (500μl) gewaschen, kurz ge-

vortext und erneut für 5 Minuten bei 75000*g zentrifugiert. Der Überstand wurde abpi-

pettiert und verworfen. Dann erfolgte die Lufttrocknung des Pellets, welches in 10μl 

DEPC-H2O aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert wurde. 

 

Photometrische Bestimmung des RNA-Gehaltes 

1μl der Probe wurden in eine Küvette gegeben, mit DEPC-H2O auf 50μl verdünnt und 

die Extinktion bei λ = 260nm (spezifische Wellenlänge für Nukleinsäuren) und 

λ = 280nm (spezifische Wellenlänge für Proteine) in einem Photometer (Analytical In-

struments, USA) gemessen. Der RNA-Gehalt wurde errechnet, indem die Extinktion bei 
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λ = 260nm mit dem Verdünnungsfaktor (1:50) und dem Extinktionskoeffizienten für RNA 

(40 μg/ml) multipliziert wurde. Dies ergab den RNA-Gehalt in μg/ml. Das Verhältnis der 

Extinktion λ = 260 zur Extinktion λ = 280 wurde ermittelt, um den Reinheitsgrad der 

RNA zu überprüfen. Bei einem Quotienten zwischen 1,8 und 2,0 war die Reinheit der 

RNA ausreichend. 

Mit DEPC-H2O wurde die RNA-Konzentration in den Proben anschließend auf 1μg/μl 

eingestellt und bei -80°C gelagert. 

 

DNA-Synthese (Reverse Transkription) 

Die reverse Transkription diente der cDNA-Synthese an einer RNA-Matritze. Für diese 

Versuche wurde SuperScriptTM II reverse Transkriptase (Invitrogen, D) eingesetzt. 

In einem ersten Schritt wurden durch Erhitzen der RNA die Sekundärstrukturen aufge-

löst und Primer (MWG- Biotech AG, D) an die RNA gebunden. Als Primer dienten ran-

dom-Hexamere, ein Gemisch von Hexanucleotiden unterschiedlicher Sequenzen, die 

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

 

RNA     1 μg 

Random Hexamere (50 ng) 1 μl 

dNTP Mix (je 10mM)  1 μl 

DEPC-H2O    7 μl  

 

Dieser Ansatz wurde 5min auf 65°C erhitzt und anschließend 2 min auf Eis gekühlt. Im 

zweiten Schritt wurde die cDNA synthetisiert. Dazu wurden dem obigen Ansatz folgen-

de Komponenten zugesetzt. 

 

5x First- Stand Buffer  4 μl 

0,1 M DTT    2 μl 

RNase OUT TM (40U/μl)  1 μl 

SuperScriptTM II RT (200U) 1 μl 

 

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

erhöhung auf 70°C für 15 min stoppte die Reaktion. Anschließend wurden die Proben 
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mit DEPC-H2O auf 20 ng cDNA/μl eingestellt. Die Lagerung bis zur weiteren Verwen-

dung erfolgte bei -20°C. 

 

Real-time PCR 

Die real-time PCR ermöglicht eine Vervielfältigung von beliebigen DNA-Sequenzen. Als 

Matrize der Polymerasenkettenreaktion (PCR) wurden spezifische intronüberspannende 

Primerpaare für eNOS, PECAM-1, Edn-1 (ET-1), und ß-Aktin verwendet. ß-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 doppelsträngige 

Nukleinsäuremoleküle interkaliert und bei Anregung Licht emittiert. Die Lichtintensität ist 

ein Maß für die Menge an doppelsträngiger DNA. Die quantitative PCR wurde mit dem 

GeneAmp® 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, USA) durchgeführt. 

Es wurden jeweils drei Ansätze mit der gleichen cDNA-Matrize pipettiert. Wasser diente 

als Negativprobe. 

 

Liste der verwendeten Primer 

gene bank ac-
cess number  

Primer 

NM_001032378 PECAM-1 vorwärts:  5‘-TGA AGG AGT TTT CCT CAG CCT 

GGA G-3‘ 

PECAM-1 rückwärts: 5‘-GCC TCA GTC GGC AGA CAA GAT 

GCT-3‘ 

NM_010104 Edn-1 vorwärts:  5‘-GGG CCC TGA GTT CTT TTC CTG 

CTT-3‘ 

Edn-1 rückwärts:  5‘-AGT TAG ATG TCA GTG CGC TCA 

CCA AA-3‘ 

NM_008713 eNOS vorwärts:  5’-GTT TGT CTG CGG CGA TGT C-3’ 

eNOS rückwärts:  5’-CAT GCC GCC CTC TGT TG-3’ 

NM_007393 ß-Aktin vorwärts: 5‘-CAC CCG CGA GCA CAG CTT CTT T-3‘ 

ß-Aktin rückwärts:  5‘-AAT ACA GCC CGG GGA GCA TC-3‘ 
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Der PCR- Ansatz bestand aus folgenden Substanzen 

 

SYBR® Green PCR Master Mix 12,5 μl 

Primer vorwärts   1 μl 

Primer rückwärts   1 μl 

cDNA     1 μl = 20 ng 

DEPC- H2O    9,5 μl 

Der Ansatz wurde 2 min bei 50°C erwärmt. Die initiale Denaturierungsphase erfolgte 10 

min bei 95°C. Die cDNA in 45 Zyklen amplifiziert. Zeiten und Temperaturen sind vorher 

für 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 CT-Werte (Schnittpunkt des Schwel-

lenniveaus mit der Amplifikationskurve) ermittelt werden (grüne Linie in Abb .2.3). Sie 

entsprechen der Anzahl an Zyklen, die notwendig sind, um ein konstant definiertes 

Fluoreszenzniveau zu erreichen. Die Differenz der CT-Werte der einzelnen gemessenen 

Gene und des CT-Wertes von ß-Aktin liefert die ΔCT-Werte (siehe Abb. 2.3). Diese sind 

ein Maß für die relative mRNA-Menge der untersuchten Gene. 
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Abb. 2.3: Darstellung der Amplifikationskurven eines Genes (rechte Kurvenschar) im Vergleich mit ß-

Aktin (linke Kurvenschar, Originalabbildung aus dem Softwareprogramm GeneAmp®5700). Die Differenz 

zwischen den CT-Werten der einzelnen Gene und des Referenzgens ß-Aktin liefert die ΔCT-Werte (delta 

CT).  

 

2.3.5 Histologische Aufarbeitung der präglomerulären Gefäße 
Für die histologischen Untersuchungen wurden die Nieren nach der Perfusion mit Ei-

senoxidlösung (siehe Abschnitt 2.3.1) entnommen und aufgearbeitet. Die Nieren wur-

den längs geteilt und fixiert. 

 

Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Um die in 3 % Paraformaldehydlösung fixierten Gewebestücke in Paraffin einzubetten 

zu können, wurde eine Entwässerung mit aufsteigenden Ethanolverdünnungen durch-

geführt. Die Entwässerung wurde durch Behandlung erreicht. Dies erfolgte schrittweise 

von 50 % bis 100 % aufwärts. Ethanol wurde anschließend durch das Intermedium Xy-

lol und dieses schließlich durch flüssiges Paraffin ersetzt, das nach Abkühlung aushär-

tet. 

Um den Gewebeblock in eine Konsistenz zu überführen, die hart genug für die Herstel-

lung von dünnen Schnitten ist, härtete er 12 Stunden aus. Der Block wurde zum 
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Schneiden in einem Leica-Paraffinmikrotom eingespannt und auf 3 μm Dicke geschnit-

ten. Die Paraffinschnitte wurden auf Glasobjektträger aufgebracht. Vor dem Färben, das 

meist in wässrigen Lösungen stattfindet, wurde das Paraffin mittels Xylol aus den 

Schnitten herausgelöst (Entparaffinieren). 

Die Färbung erfolgte mit dem dem basischen Farbstoff Hämatoxylin (Kerne blau), sowie 

in dem sauren Farbstoff Eosin (rotes Zytoplasma). 

 

Semidünnschnitte 

Die geschnittenen Nierenstücke wurden in 1,5 % Glutardialdehyd (feine Vernetzung und 

starke Denaturierung der Proteine), 1,5 % Formaldehyd und PBS immersionsfixiert. 

Nach der Entwässerung in der aufsteigenden Alkoholreihe erfolgte die Einbettung der 

jeweiligen Nierenstücke in Epoxidharz (Epon®). Von den so eingebetteten Nierenstü-

cken wurden 0,5 - 1 μm dicke Semidünnschnitte am Leica-Microtom mit einem Glas-

messer angefertigt, in destilliertem Wasser aufgefangen und auf Objektträger aufgezo-

gen. Nach der Trocknung wurden die Semidünnschnitte mit 1 %iger Methylenblau- und 

1 %iger Azur-II-Lösung (Verhältnis 1:1) gefärbt (Färbung nach Richardson). 

 

Immunhistochemie 

Das Prinzip der Immunhistochemie basiert auf der Identifizierung und histologischen 

Lokalisierung eines Stoffes mittels der Antigen-Antikörper-Reaktion.  

Die immunhistochemische Untersuchung der Expression von PECAM-1 wurde an 

Schnitten, die in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet waren, durchgeführt. Als 

Primärantikörper diente das CD31 (=PECAM), als Sekundärantikörper das Dianova 

Esel-anti Ratte-HRP. 

Es wurden 5 μm dicke Cryostatschnitte angefertigt, bei Raumluft getrocknet und zur 

weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 

Vor der Färbung wurden die Schnitte zunächst mit einem PAP-Stift voneinander ge-

trennt und dann für 5 Minuten in PBS rehydriert. Mit einer Vakuumpumpe wurden die 

Schnitte anschließend abgesaugt und zur Absättigung unspezifischer Proteinbindungs-

stellen mit 100 μl einer 5 % Trockenmilchpulverlösung in PBS überschichtet. Die Schnit-

te wurden 2 Stunden inkubiert. Danach folgte ein 3x5 minütiger Waschschritt in PBS. 

Anschließend wurden die Schnitte mit der Primärantikörperfärbung in 5 % Trockenmilch 

in PBS überschichtet. Die Schnitte wurden zunächst für 2 Stunden bei Raumtemperatur 
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auf einem Schüttler und dann bei 4°C über Nacht inkubiert. Es folgten erneut 3 Wasch-

schritte in PBS. Anschließend wurden die Schnitte mit 50 μl Trockenmilch-PBS-Lösung 

und dem entsprechenden Sekundärantikörper überschüttet und für 2 Stunden auf dem 

Schüttler bei Raumtemperatur in einer dunklen Kammer inkubiert. Nach dreimaligem 

Waschen in PBS wurden die Schnitte mit einem Tropfen 1:1 Lösung von Glycerin und 

PBS überschichtet und mit einem Deckgläschen 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 gefärbten Schnitte wurden von zwei unabhängigen Beobach-

tern beurteilt. 

 

2.4 Expressionsanalyse in präglomerulären Gefäßen 
2.4.1 Isolation der präglomerulären Gefäße 
Die Isolation der präglomerulären Gefäße (afferente Arteriolen und Aa. interlobulares) 

erfolgte durch Perfusion mit einer auf Eisenoxid basierenden Lösung, nachfolgender 

Zerkleinerung bzw. Gewebeseparation, Magnetisierungsschritten und durch Sieben der 

Gewebeteile. Die für Kaninchennieren entwickelte Methode (28) wurde in verschiede-

nen Punkten modifiziert (z. B. Größe der Siebe, Zusatz von Albumin zur Perfusionslö-

sung). Das Albumin legt sich um die Fe3+-Partikel und soll vor Endothelschädigungen 

schützen. 

Die mit Eisenoxid perfundierten Nieren wurden dem Körper entnommen, das Hilum ab-

getrennt und die Nierenkapsel entfernt. Die äußeren Rindenzonen wurden mit einer 

scharfen Rasierklinge fünf Minuten gehackt. Anschließend erfolgte der erste Magneti-

sierungsschritt, der die mit Eisenoxid enthaltenen Arteriolen aus der PBS-Lösung mit 

dem zerhackten Material isoliert. Das so isolierte eisenoxidhaltige Gewebe wurde durch 

0,9 mm und 0,6 mm große Spritzenkanülen gepreßt, was zur weiteren Trennung der 

Gefäße von größeren Bestandteilen, wie z.B. Tubuli führte. Wiederholte Magnetisie-

rungsschritte sowie ein Abtrennen des übrig gebliebenen Materials mit Hilfe eines 

100 μm und 80 μm großen Maschennetzes (Verseid-Techfab GmbH, D) erhöhte den 

Reinheitsgrad der eisenoxidhaltigen Arteriolen. Abbildung 2.4 zeigt Aufnahmen isolierter 

Gefäße, bei denen die Eisenoxidfüllung erhalten ist. Diese wurden mit 1 ml TRIZOL®-

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

1000 fach). Die Arteriolen sind vollständig mit Eisenoxidlösung gefüllt. 

 

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 (präglomeruläre Gefäße) 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 vorwärts:  5’-TAT CCT GCA CCA TTT TCA TCG TGG G-3’ 

ETA rückwärts:  5’-ATA AGG TCT CCA AGG GCC AGG CT-3’ 

NM_008713 eNOS vorwärts:  5’-GTT TGT CTG CGG CGA TGT C-3’ 

eNOS rückwärts:  5’-CAT GCC GCC CTC TGT TG-3’ 

NM_007393 ß-Aktin vorwärts: 5‘-CAC CCG CGA GCA CAG CTT CTT T-3‘ 

ß-Aktin rückwärts:  5‘-AAT ACA GCC CGG GGA GCA TC-3‘ 
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2.5 Expressionsanalyse in der Gesamtniere 
2.5.1  Isolation von Gesamtnieren 
Für die Messung von Genexpressionen in der Gesamtniere wurden die Mäuse durch 

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

Gefäß in flüssigem 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 vorwärts:  5’-GAT TGG TAT AAA ATG GCT GG-3’ 

AT1A rückwärts:  5’-TCT GGG TTG AGT TGG TCT CA-3’ 

NM_007429 AT2 vorwärts:  5’-GCT TAC TTC AGC CTG CAT TT-3’ 

AT2 rückwärts:  5’-GGA CTC ATT GGT GCC AGT TG-3’ 

NM_010332 ETA vorwärts:  5’-TAT CCT GCA CCA TTT TCA TCG TGG G-3’ 

ETA rückwärts:  5’-ATA AGG TCT CCA AGG GCC AGG CT-3’ 

NM_008713 eNOS vorwärts:  5’-GTT TGT CTG CGG CGA TGT C-3’ 

eNOS rückwärts:  5’-CAT GCC GCC CTC TGT TG-3’ 

NM_010927 iNOS vorwärts:  5’-GGC AGC CTG TGA GAC CTT TG-3’ 

iNOS rückwärts:  5’-CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG-3’ 

NM_008712 nNOS vorwärts:  5’-TCG GCT GTG CTT TGAT GGA-3’ 

nNOS rückwärts:  5‘-TTG AAT CGG ACC TTG TAG CTC TTC-3‘ 

NM_007393 ß-Aktin vorwärts: 5‘-CAC CCG CGA GCA CAG CTT CTT T-3‘ 

ß-Aktin rückwärts:  5‘-AAT ACA GCC CGG GGA GCA TC-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 flüssigen Stickstoff zer-

mörsert und das feinpulversierte Gewebe in SDS-Probenpuffer lysiert. Das Lysat wurde 

für 15 min mit Ultraschall auf Eis behandelt und anschließend für 3 min gekocht. Es er-

folgte eine Zentrifugation für 10 min bei 4°C und 12000 rpm. Der Überstand wurde ab-

genommen und das Proteingehalt photometrisch gemessen. 

Proteinbestimmung: Die photometrische Bestimmung des Proteingehalts wurde bei ei-

ner Wellenlänge von λ = 280nm (spezifische Wellenlänge für Proteine) gemessen. 

 

Western-Blot-Methode 

Die Gelplatten wurden in die Gelapparatur (Bio-Rad, D) eingesetzt, das Trenngel ge-

gossen und mit Isopropanol überschichtet, um eventuelle Unebenheiten zu vermeiden. 

Nach der Polymerisation des Trenngels, wurde das Isopropanol entfernt und das Sam-

melgel gegossen und die Kämme eingesetzt.  

Die Proteinproben wurden mit 4 x Probenpuffer versetzt, für 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 Gelapparaturbehälter gegeben und die 

Kämme gezogen. Nach kurzem Ausspülen erfogte das Pipettieren der Proteinproben 

(15-30µg pro Tasche). Zur Bestimmung der Proteingrößen wurde eine Proteinleiter auf-

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

 

Antikörperinkubation: Das Gel wurde zunächst in einer vorbereiteten Blotting-Apparatur 

mit einem passenden Stück Nitrocellulose (Schleicher & Schuell, D) zusammen geblot-

tet (45 min bei 220 mA für Proteine bis zu einer Länge von 100 kD). Größere Proteine 

wurden 60-70 min geblottet. 

Zur Kontrolle eines erfolgreichen Transfers (Schleicher & Schuell, D) wurde mit Pon-

ceau-Lösung für 1-2min inkubiert, anschließend zunächst in Wasser und später mit dem 

Waschpuffer entfärbt. Zur Blockierung von unspezifischen Antikörperbindungen wurde 

der Blot für 30 min bei Raumtemperatur in 5 %iger Magermilch (Fluka Chemie, D) ge-

schüttelt (alternativ Inkubation auch bei 4°C über Nacht), dann dreimal für 5min mit 

Waschpuffer (TBS Tween 0,1 %) (Sigma, D) gewaschen und schließlich mit dem Erst-

Antikörper mit entsprechender Konzentration inkubiert. Die Inkubation wurde entweder 
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für 45 min bei Raumtemperatur oder über bei Nacht bei 4°C durchgeführt. Es folgte ein 

dreimaliges Waschen für je 10min. Die Inkubation mit dem Sekundärantikörper ent-

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

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

Amersham Biosciences, D) für die an den Sekundärantikörper gekoppelte Peroxidase 

gegeben.  

Der Blot wurde eingeschweißt und schließlich in eine Filmkassette gelegt. Die Belich-

tung und Entwicklung des Filmes variierte in Abhängigkeit von der Signalstärke. Die 

Bilder wurden digitalsiert und densitometrisch ausgewertet. 

 

Zusammensetzung: 

Trenngel (15 %) Puffer 1 (500ml) 

PAA   4 ml 

4 x Puffer 1  6 ml, pH 8,8 

H2O   2 ml  

APS   100 μl  

TEMED  10 μl 

Trizma Base            43,43g (0,75 M)  

SDS                         10 ml, 10 % 

-> pH 8,8 einstellen 

Sammelgel (6 %) Puffer 2 (250ml) 

H2O   2,6 ml 

4x Puffer 2  3,75 ml, pH 6,8 

PAA   1 ml 

APS   75 μl 

TEMED  13,5 μl 

Trizma Base  7,57g (0,25 M) 

SDS                         5 ml, 10 % 

-> pH 6,8 einstellen 

Laufpuffer (running-buffer) Blockierungslösung: 

Trizma Base  25 mM 

SDS   0,1 % 

Glycin   250 mM 

5 % Magermilchpulver, TBS-Tween 20 

(0,1 %) 
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Probenpuffer Stripping-Lösung 

TrisHCl  5 mM (pH 6,8) 

SDS   6 % 

Glycerin  20 % 

Bromphenol blau 0,02 % 

NaOH in H2O            0,2 M 

 

Alle oben aufgeführten Substanzen sind von Carl Roth, Deutschland. 

 

Antikörper und Verdünnungen: 

1. Antikörper: ETA-Rezeptor (M-60) Santa Cruz 33536, 1:300 in MMP (1 %) 

2. Antikörper g-anti-rabbit POD Santa Cruz 2030, 1: 5000 In MMP (2,5 %) 

Referenzprotein ß-Aktin  

1. Antikörper: β-Aktin Chemicon Mab 1501, 1:2000 in MMP (1 %) 

2. Antikörper anti-Maus POD Santa Cruz 2031, 1: 40000 in MMP (1 %) 

 

2.6.2 Proteinexpression von Endothelin in der Gesamtniere 
Proteingewinnung: Für die Proteingewinnung zur Bestimmung des Endothelins wurde 

eine ganze Niere (ca 100 mg) mit 1 ml Gemisch von Trichloressigsäure (10 %) und 

Aceton (90 %) versetzt. Dies führte 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 

währenddessen geschüttelt. Nach dem Kochen wurde der Überstand 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 aufgeführten Schritten. 
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Antikörper und Verdünnungen:  

1. Antikörper: EDN1 monoclonal antibody (MO1) Abnova, clone 3D6, 1:1000 in 

MMP (1 %) über Nacht bei 4°C 

2. Antikörper: goat anti mouse (sc 20 31, 1:2000 in MMP (2 %) 

Referenzprotein ß-Aktin 

1. Antikörper: ß -Aktin Chemicon Mab 1501, 1:2000 in MMP (1 %) 

2. Antikörper 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 für jedes Gen, inklusive des Referenzgens ß-Aktin, und für je-

des Tier drei Ansätze für die real-time PCR pipettiert und gemessen. Die Werte der 

ΔCT-Analyse (Mittelwert aus drei Ansätzen) wurden für die Statistik verwendet. Die Mit-

telwerte der in relative Expressionseinheiten transformierten ΔCT-Werte wurden dann 

graphisch dargestellt. 

Western-Blot: Es wurde ein Ansatz pro Tier pipettiert. Die densitometrischen Werte (im 

Vergleich zu ß-Aktin) gingen in die statistische Auswertung ein. 

Der Vergleich zwischen den Gruppen erfolgte mit dem Wilcoxon-Test für unabhängige 

Stichproben (Mann-Whitney-U-Test). Aufgrund der Gruppengröße von n=4 bis n=14 

(siehe Ergebnisabschnitt) wurde nicht von einer Normalverteilung der Werte ausgegan-

gen. Die Analyse erfolgte deshalb mit einem nichtparametrischen Prüfverfahren. Alle 

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

 

 

3 Ergebnisse 
3.1  Evaluation der Eisenoxid-Isolation 
3.1.1 Dilatationsfähigkeit der isolierten Aorten 
Diese Untersuchungen wurden durchgeführt, um im Modell der Aorta Aussagen über 

eine Beeinflussung der Endothelzellschicht durch das Eisenoxid zu untersuchen. Als 

Maß für die funktionelle Integrität des Endothels diente die maximale Dilatation auf Aze-

tylcholin nach etwa 50 % Vorkontraktion (relativ zur KCl-Kontraktion) des Gefäßes 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 Mäuse als auch in der Kont-

rollgruppe (Abb. 3.1). 

 

Abb. 3.1: Nach der Zugabe von Acetylcholin 

(10-6M) dilatierten die Gefäße der Eisenoxid-

Gruppe (Ach+Fe, n=14) um 63 % ± 2. In Kont-

rollgruppe betrug die Gefäßdilatation 60 % ± 2 

(Ach-Fe, n=4). Die angegebenen Prozentwer-

te beziehen sich auf die Phenylephrinkontrak-

tion (Mittelwert ± SEM). 

 

 

 

 

 

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 ß-Aktin in Aorten eisenoxidperfundierter Tiere sowie unbehan-

delter Tiere  analysiert. Ziel war es, eine mögliche Schädigung des Endothels durch das 

Eisenoxid und damit verbundene deutliche Verminderung der RNA-Expression von en-

dothelspezifischen Genen auszuschließen. Die Werte für 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). 

Abb. 3.2: Relative mRNA-Expression der mit (+Fe, n=6) und ohne 

Eisen (-Fe, n=6) perfundierten Aorten für ET-1 (Edn1), eNOS und PECAM-1 (* p<0,05). 
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3.1.3 Histologie der präglomerulären Gefäße 
Hämtoxylin-Eosin-Färbung 

Nierenschnitte: Die Eisenoxid-Lösung fand sich in allen größeren und kleinen Arterien 

der Niere. Die glomerulären Kapillaren sind teilweise gefüllt. Im Interstitium waren keine 

Eisenoxidpartikel erkennbar (Abb. 3.3 und 3.4). 
 

Abb. 3.3: Glomerulus mit 

zuführender afferenter 

Arteriole im H.E.-Schnitt. 

Im Präparat ist deutlich zu 

erkennen, dass sich das 

perfundierte Eisenoxid in 

der afferenten Arteriole 

befindet. Einige Kapillar-

schlingen im Glomerulus 

sind ebenfalls gefüllt 

(Endvergrößerung ca. 

2000x). 

 

 

 
Abb. 3.4: H.E.-Schnitt der 

Niere zur Darstellung der 

vaskulären 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-

senoxidgefüllte Kapillaren. 

Im Interstitium befindet 

sich kein Eisenoxid (End-

vergrößerung etwa 500x). 
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Semidünnschnitte  

Die Semindünnschnitte (0,5-1 μm) wurden nach Richardson blau gefärbt. Durch die ge-

ringe Dicke der Schnitte ist es möglich, einzelne Zellen genau zu betrachten und Aus-

sagen zur Beschaffenheit der Endothelzellen zu treffen. 

Es zeigten sich gut erhaltene und gleichmäßig angeordnete Endothelzellen in den mit 

Eisenoxid-gefüllten afferenten Arteriolen (Abb. 3.5 und 3.6.) 
 
Abb. 3.5: Darstellung 

einer afferenten Arteriole 

mit zugehörigen Glomeru-

lus im Semidünnschnitt. 

Die Arteriole ist vollständig 

mit Eisenoxid gefüllt. In 

den Kapillaren des Glo-

merulus befindet sich 

ebenfalls Eisenoxid. An 

der Arteriolenwand sind 

die Zellkerne der Endo-

thelzellen gleichmäßig 

angeordnet (Endvergröße-

rung etwa 2000x). 

 

 
 

Abb. 3.6: Darstellung 

einer Interlobalarterie im 

Semidünnschnitt (Färbung 

nach Richardson). Es ist 

eine gleichmäße Endo-

thelstruktur zu erkennen 

(Endvergrößerung etwa 

2000x). 
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Immunhistochemie 

Die Integrität des Endothels wurde auch mittels immunhistochemischer Methoden ge-

prüft. CD31 (PECAM) diente als Fluoreszenzindikator für Endothelzellen. Abb. 3.7 zeigt 

das Fluoreszenzbild eines Nierenschnittes, auf dem glomeruläre 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 

zuführender afferenter 

Arteriole im Fluoreszenz-

bild von CD31. Es ist eine 

durchgehende Fluores-

zenz im Bereich der End-

thelzellen sicht-bar (siehe 

Pfeile, Endvergößerung 

ca. 2000x). 
 

 

 

 

 

3.1.4 Reinheit der Isolation der präglomerulären Gefäßen 
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 präglomerulären Gefäßen im Vergleich zum Tubu-

lusgewebe. In mehreren Blickfeldern, die die Gesamtfläche der Schale abdeckten, wur-

de der relative Gefäßanteil geschätzt. 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 ETB-Rezeptor-defizienten Mäuse fand sich eine signifikant gerin-

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

 

Abb. 3.8: Die ETA-Rezeptorexpression wurde 

in isolierten präglomerulären Gefäßen unter-

sucht. Es zeigt sich eine signifikant niedrigere 

Expression in den Gefäßen der ETB-Rezeptor-

defizienten Mäuse (ETB(-/-), n=9) im Vegleich 

zu den Wildtypen (ETB(+/+), n=11, * p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

ETA-Rezeptor-mRNA im Nierengewebe 

Im Gewebe der gesamten Niere der ETB-Rezeptor-defizienten Mäuse war ebenfalls 

signifikant weniger ETA-Rezeptor-mRNA im Vergleich zu den Wildtypen vorhanden 

(Abb. 3.9)  

 

 
Abb. 3.9: ETA-Rezeptorexpression auf 

mRNA-Ebene im gesamten Nierengewebe. 

Es zeigt sich eine signifikant niedrigere Ex-

pression in den Gefäßen der ETB-Rezeptor-

defizienten Mäuse (ETB(-/-), n=10) im Ver-

gleich zu den Wildtypen (ETB(+/+), n=6, * 

p<0,05) 
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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 ETB-Rezeptor-defizienten Mäuse war signifikant geringer als die der Wildtypen 

(Abb. 3.10). 

 

 
Abb. 3.10: ETA-Proteinexpression im 

gesamten Nierengewebe. Es zeigt sich 

eine signifikant niedrigere ETA-

Rezeptor-Proteinmenge (ETA-R) in 

den ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen 

(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 

ETB-Rezeptor-defizienten Mäuse deutlich größer als bei den Wildtypen (Abb. 3.11). 

 
Abb. 3.11: Expression von Endo-

thelin-1-Protein (ET1) im Nieren-

gewebe von ETB-Rezeptor-

defizienten Mäusen (ETB(-/-), 

n=10) und Wildtypen (ETB(+/+), 

n=10, * p<0,05) 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

3.2.3 Expression der NOS-Synthasen 
eNOS-mRNA in isolierten afferenten Arteriolen 

ETB-Rezeptor-defiziente Mäuse hatten weniger eNOS-mRNA in afferenten Arteriolen 

als Wildtypen (Abb. 3.11). 

 

 
Abb. 3.11: eNOS-mRNA in isolierten afferen-

ten Arteriolen. ETB-Rezeptor-defiziente Mäuse 

(ETB(/-) n=5) exprimieren weniger eNOS-

mRNA als Wildtypen (ETB(+/+), n=5, * 

p<0,05). 

 

 

 

 

 



3  Ergebnisse 

 
44 

 

eNOS-mRNA im Nierengewebe 

In der Gesamtniere war die eNOS-mRNA in ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen und in 

Wildtypen ähnlich (Abb. 3.12).  

 

 
Abb. 3.12: eNOS-mRNA in der Gesamtnie-

re. Die eNOS-Expression ist in den ETB-

Rezeptor-defizienten Mäusen (ETB(-/-), 

n=10) im Vergleich zu den Wildtypen 

(ETB(+/+), n=4) nicht verändert. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

iNOS-mRNA im Nierengewebe 

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

von ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen und Wildtypen (Abb. 3.13). 

 

 
 

Abb. 3.13: Expression von iNOS-mRNA in 

der Gesamtniere. Es besteht kein signifikan-

ter Unterschied zwischen ETB-Rezeptor-

defizienten Mäusen (ETB(-/-), n=14) und 

Wildtypen (ETB(+/+), n=9). 
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nNOS-mRNA im Nierengewebe 

ETB-Rezeptor-defiziente Mäuse und Wildtypen wiesen ähnliche nNOS-mRNA-

Mengen im Nierengewebe auf (Abb. 3.14). 
 

 
Abb. 3.14: nNOS-mRNA im Nierengewebe. 

Es gibt keinen signifikanten Unterschied im 

Vergleich von ETB-Rezeptor-defizienten 

Mäusen (ETB(-/-), n=14) und Wildtypen 

(ETB(+/+), n=9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4 Expression von Angiotensinrezeptoren 
AT1A-Rezeptor-mRNA im Nierengewebe 

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression des AT1A-Rezeptors 

auf mRNA-Ebene im Nierengewebe (Abb. 3.15). 

 

 

AT2- Rezeptor-mRNA im Nierengewebe 

Es wurde kein signifikanter Unterschied in der Expression des AT2-Rezeptors auf 

mRNA-Ebene im Vergleich von ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen und Wildtypen ge-

funden (Abb. 3.16). 
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Abb. 3.15: AT1A-Rezeptorexpression auf 

mRNA-Ebene im Nierengewebe. Es zeig-

ten sich keine signifikanten Unterschiede 

im Vergleich von ETB-Rezeptor-defizienten 

Mäusen (ETB(-/-), n=13) und Wildtypen 

(ETB(+/+), n=9) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 3.16: AT2-Rezeptorexpression auf 

mRNA-Ebene im Nierengewebe. Es be-

steht kein signifikanter Unterschied zwi-

schen ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen 
(ETB(-/-), n=12) und Wildtypen (ETB(+/+), 

n=4). 
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4 Diskussion 
4.1 Evaluation der Isolation präglomerulärer Gefäße mittels Eisenoxid 
4.1.1 Dilatationsfähigkeit der isolierten Aorten 
Die Isolation von präglomerulären Gefäßen der Niere mit der Eisenoxid-Sieb-Methode 

nach Chaudhari und Mitarb. (28) ist ein Verfahren, dass der Gewinnung einer größeren 

Anzahl dieser Gefäße aus der Niere dient. In der vorliegenden Arbeit wurde geprüft, ob 

das von uns modifizierte Verfahren für die molekularbiologische Analyse von Gefäßen, 

d.h. der Genexpression auf mRNA- und Proteinebene, geeignet ist. Da präglomeruläre 

Gefäße in dieser Menge nur durch das Verfahren nach Chaudhari und Mitarb. gewon-

nen werden können und kein „Goldstandard“ zu Verfügung steht, wurde ein Aortenmo-

dell für die funktionelle Testung der eisenoxidperfundierten Gefäße verwendet. Dies 

diente der Prüfung der Funktion von Endothelzellen und ihrer Genexpression. Die endo-

thelabhängige Dilatation von isometrisch arbeitenden Aortenringen durch Gabe von 

Azetylcholin war mit und ohne Eisenoxid in der Perfusionslösung gleich. Die Wirkung 

von Azetylcholin wird in der thorakalen Aorta von Nagetieren hauptsächlich über die 

Aktivierung der endothelialen NO-Synthase vermittelt (51; 120). In eNOS-knock out-

Mäusen wurde gezeigt, dass sich in der Aorta keine Endothel-vermittelte Relaxation 

durch Azetylcholin auslösen lässt (27). Die Dilatation durch Azetylcholin ist also von 

einer funktionsfähigen Enothelzellschicht abhängig. Die Ergebnisse der vorliegenden 

Arbeit weisen deshalb auf eine weitestgehende Integrität des Endothels in den Aorten 

hin. 

Andere Untersuchungen der Zellfunktion von Gefäßen, die mit der Eisenoxidmethode 

isolliert wurden, zeigen, dass in Endothelzellen und glatten Muskelzellen wahrscheinlich 

keine schwerwiegenden Schäden durch diese Methode auftreten (106; 139). In der Rat-

te wurden auch erfolgreich Untersuchungen an Kalzium-aktivierten Kaliumkanälen glat-

ter Muskelzellen durchgeführt (61) bzw. die Bildung von 20-HETE in isolierten präglo-

merulären Gefäßen gemessen (222). 

 

4.1.2 Expression von Markergenen des Endothels 
ET-1 (Edn1), eNOS und PECAM-1 werden exklusiv in Endothelzellen exprimiert und 

können deshalb als Markergene verwendet werden. Die mRNA-Expression dieser Gene 

wurde relativ zum β-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 für eine geringfügige Be-

einträchtigung 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-

sionslösung, mit dem Ziel der Abuminschichtbildung um die Eisenpartikel. Inwieweit 

hierdurch ein Schutz für die Endothelzellen erreicht wurde, haben wir jedoch systema-

tisch nicht untersucht. 

Obwohl die Ergebnisse des Aortenmodells auf einen insgesamt geringen Effekt des 

Eisenoxids schließen lassen, können sie nur bedingt auf die wesentlich kleineren präg-

lomerulären Gefäße übertragen werden. Gründe liegen im unterschiedliche Wand- und 

Endothelaufbau sowie in der Hämodynamik. In kleinen Arterien und Arteriolen sind die 

Flussgeschwindigkeiten geringer und es gibt zahlreiche Aufzweigungen, die einen hö-

heren Anteil turbulenter Komponenten des Blutstroms bzw. im Strömungsprofil der Per-

fusionslösung erzeugen können. Zur weiteren Absicherung der Ergebnisse des Aor-

tenmodells wurden histologische und immunhistologische Untersuchungen von Eisen-

oxid-perfundierten Nieren durchgeührt. 

 

4.1.3 Histologie der präglomerulären Gefäße 
Hämatoxylin-Eosin-gefärbte Praffinschnitte der Niere zeigten, dass sich die Perfusions-

lösung, inklusive des Eisenoxids, ausschließlich intravaskulär verteilt. Im interstitiellen 

Raum fanden sich keine Eisenoxidpartikel. Das spricht für eine intakte Gefäßwand auch 

der kleinen Gefäße in der Nierenrinde. Afferent Arteriolen wurden regelmäßig mit Ei-

senoxid perfundiert, während die Kapillaren der Glomeruli nicht immer vollständig gefüllt 

waren. Es wurden keine Eisenoxid-gefüllte efferenten Arteriolen gefunden. Mit der 

kompletten Füllung der präglomerulären Gefäße ist eine Voraussetzung für die erfolg-

reiche Isolation mit Hilfe der Magneten gegeben. 

Die 0,5 – 1 µm starken Semidünnschnitte ermöglichten es, insbesondere die Beschaf-

fenheit der Endothelzellen der Gefäße 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 präglomerulären Gefäßen der Niere. Andere Studien 

stützen diese Aussage. Tarnawski und Mitarb. (196) verwendeten in ihren Untersu-
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chungen ebenfalls eine Eisenoxid-basierte Methode für die Isolation von Mikrogefäßen 

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 Veränderun-

gen auf. Nach einem Tag bzw. drei und fünf Tagen Kultivierung besaßen die Gefäße 

eine basale Prostazyklinproduktion, die durch ein Kalzium-Ionophor aktiviert werden 

konnte. 

 

4.1.4 Reinheit der Isolation 
Ein wesentliches Kriterium für die Verwendbarkeit der isolierten Gefäße ist die Reinheit 

der Präparation. Chaudhari und Mitarb. (28) berichten von mehr als 95 % Gefäßanteil 

am Ende des Isolationsprozesses. Durch Optimierung der verwendeten Präparations-

gefäße, Magnetstärke, verwendeten Kanülen, Siebgrößen und Prozeduren liegt die 

Reinheit des von uns gewonnen Materials bei über 80 %. Stichprobenartige Tests wur-

den durchgeführt, um die Qualität zu prüfen. Ursachen für die geringere Reinheit unse-

rer Isolation liegen vermutlich in den Unterschieden in den Bindegewebsanteilen des 

Nierenparenchyms. Eigene Erfahrungen bei der manuellen Präparation von Kaninchen 

und Mäusenieren sprechen für eine bessere Separation von Parenchymanteilen in der 

Kaninchenniere (unpubliziert). 

 

4.2 Genexpression in den ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen und Wildty-
pen 

4.2.1 Endothelinsystem 
Expression von ET-1 und ETA-Rezeptor 

In den ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen der vorliegenden Studie wies das Nierenge-

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

ETB-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 für ET-1 und seine Wirkung auf die Gefäße 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 erhöhte ET-1-Proteinmenge im Nie-

rengewebe in der vorliegenden Arbeit beruht vermutlich auf der verminderten Clearance 
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von ET-1. Erhöhte ET-1-Plasmakonzentrationen wurden auch in anderen ETB-

Rezeptor-knock-out-Modellen gesehen (60), darunter in einem Modell des selektiven 

ETB-Rezeptor-knock outs im Endothel (10). Einige pathologische Zustände wie z.B. 

pulmonale Hypertonie im Tiermodell oder chronische Herzinsuffizienz (dilatative Kar-

diomyopatie) gehen mit einer Verminderung von ETB-Rezeptoren in der Lungenstrom-

bahn bzw. linken Ventrikel einher. Die ET-1 Konzentrationen sind hier erhöht (174; 

221). Die Gesamtheit dieser Befunde unterstützt die Annahme einer ET-1-

Konzentrationserhöhung infolge ETB-Rezeptormangels. 

Protein und mRNA des ETA-Rezeptors waren in der Gesamtniere von ETB-Rezeptor-

defizienten Mäusen im Vergleich zu den Wildtypen in der vorliegenden Studie vermin-

dert. Eine geringere Rezeptor-mRNA-Expression fand sich ebenso in den isolierten 

präglomerulären Gefäßen dieser Tiere. Davenport und Mitarb. berichteten über eine 

geringere ETA-Rezeptordichte im Zentralnervensystem und in anderen Organen ETB-

Rezeptor-defizienter Mäuse. Das Verteilungsmuter war dabei nicht verändert (36). Auch 

in ETB-Rezeptor-defizienten-Ratten („rescue“-Modell) wurden geringere Expressionen 

des ETA-Rezeptors im Nierenkortex und in der äußeren Medulla gesehen (197). Die 

Ergebnisse weisen auf einen ursächlichen Zusammenhang zwischen ETB-Rezeptor-

Defizit und Verminderung der ETA-Rezeptor-Dichte/Menge hin. Da sowohl das Gewebe 

der gesamten Niere, das überwiegend aus Tubuli besteht, die auch ET-Rezeptoren ex-

primieren, als auch isolierte Arteriolen diesen Effekt auf mRNA-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 ETB-Rezeptor-Defizit erhöhte ET-1 

Konzentration für 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 für eine ET-1-vermittelte Suppression der ETA-

Rezeptoren. In kleinen mesenterialen Gefäßen ETB-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 ETB-Rezeptor-Defizits (bzw. der ET-1-Konzentration) 

auf die ETA-Rezeptor-Expression gibt. 
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Die verminderte ETA-Rezeptor-Expression in den ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen 

stellt einen wichtigen Befund in Bezug auf die Verwendung des Modells für die Untersu-

chung der ET-Rezeptor-Funktionen im renalen Gefäßsystem dar. Pilotstudien zeigen, 

dass sich die ET-1-Gefäßreaktivität afferenter Arteriolen, welche ETA- und ETB-

Rezeptoren in der glatten Muskulatur sowie ETB-Rezeptoren im Endothel exprimieren 

(54; 214), in ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen 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 ETB-Rezeptor-defizienter Mäuse im 

Vergleich zu den Wildtypen. Weder in den defizienten Mäusen noch in den Wildtypen 

beeinflusste die ETB-Rezeptorblockade die ET-1-induzierten Antworten, die ETA-

Rezeptorblockade unterdrückte sie dagegen vollständig. Dies spricht für eine wichtige 

Rolle von ETB-Rezeptoren bei der kontraktilen Antwort auf ET-1 in der Aorta. Ein ähnli-

cher Befund liegt für ETB-Rezeptor-defiziente Ratten vor, bei denen eine verringerte 

ET-1-Antwort in kleinen mesenterialen Arterien beobachtet wurde, obwohl die ETA-

Rezeptor-Expression erhöht war. Die Autoren vermuten eine durch erhöhte 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 mRNA-Ebene in der isolierten päglomerulären Gefäßen und 

der Gesamtniere 

Die eNOS-mRNA war in den präglomerulären Gefäßen von ETB-defizienten Mäusen 

vermindert, während es im Gewebe der gesamten Niere keinen signifikanten Unter-

schied im Vergleich zu den Wildtypen gab. 

Die eNOS wird ganz überwiegend in den Endothelzellen der Nierengefäße exprimiert 

(8). Ihre Aktivierung ist für die Induktion einer Gefäßdilatation durch eine ganze Reihe 

von Agonisten verantwortlich. Endothelständige ETB-Rezeptoren vermitteln ihren vaso-

dilatorischen Effekt zu einem großen Teil über die Freisetzung von NO, welches durch 

die eNOS gebildet wird (211). Die Expressionsreduktion von eNOS in kleinen Nierenar-

terien von ETB-defizienten Mäusen weist auf eine direkte oder indirekte (via ET-1) Be-

ziehung zwischen ETB-Rezeptor und eNOS hin. Tatsächlich wurde in humanen endo-

thelialen Zellen gezeigt, dass hohe ET-1-Konzentrationen die endotheliale NO-

Produktion über 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 ETB-Rezeptor-abhängig (40). Letztere Beobach-

tung steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Studie an isolierten 

präglomerulären Gefäßen der Niere. Zwei weitere Studien fanden ebenfalls einen Zu-

sammenhang zwischen Endothelzelldysfunktion und ETB-Rezeptor-Defizit. In Aorten 

ETB-Rezeptor-defizienter Mäuse war die endothelabhängige Dilatation eingeschränkt 

(157), ebenso wie in Aorten von Mäusen mit endothelspezifischem ETB-Rezeptor-Defizit 

(10). In beiden Modellen wird eine geringere Bioverfügbarkeit 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 Gefäßen 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 ETB-Rezeptor-

defizienten Mäusen und Wildtypen auf mRNA-Ebene exprimiert.  

Die konstitutive nNOS kommt in der Niere hauptsächlich 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 ETB-Rezeptor(defizit) und 

nNOS. Es wurden jedoch keine isolierten Zellen bzw. Tubuli untersucht. Deshalb kann 

ein möglicher Effekt durch die Verwendung ganzer Nieren maskiert sein. 

Die nicht-konstitutive, induzierbare iNOS wird durch Entzündungsmediatoren und ver-

schiedene andere Signalwege aktiviert, aber möglicherweise auch durch ET-1 in ihrer 

Expression beeinflußt. In Nierenarterien ET-1-transgener Mäuse (87), deren ET-1-

Konzentration im Nierengewebe erhöht ist, wurden stärkere iNOS–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 Mäuse im Vergleich zu den Wildtypen in einer anderen Studie (145). Denk-

bar ist, dass iNOS nur in Gefäßen ETB-Rezeptor-defizienter Mäuse stärker experimiert 



4  Diskussion 

 
53 

 

wird. Die Literatur kann hier nicht zu einer weiteren Klärung der Beziehung zwischen 

ETB-Rezeptor-Defizit und iNOS-Expression beitragen. 

 

4.2.3 Expression der Angiotensinsysteme 
Expression von AT1A- und AT2-mRNA in der Gesamtniere 

Für beide Rezeptortypen bestanden keine signifikanten Unterschiede in der mRNA-

Expression im Vergleich von ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen und Wildtypen. 

ET-1 hemmt die Sekretion von Renin aus den juxtaglomerulären Zellen (2; 14; 111; 

128). Da ETB-Rezeptoren an diesem Effekt beteiligt sind (170), könnte es in ETB-

Rezeptor-defizienten Mäusen zu Erhöhungen der Ang I- und damit Ang II-

Konzentrationen im Plasma kommen. Änderungen der Angiotensin-Rezeptorexpression 

wären die Folge (42). Diese Befunde lassen sich aufgrund fehlender Daten über Ang II-

Konzentrationen bei ETB-Rezeptordefizit oder bei ET-1-Konzentrationserhöhung nur 

ungenügend interpretieren. 

 

Einschränkungen der Studie 

Quantitative Beurteilungen der Expression von Genen/Proteinen sind mit Methoden 

möglich, die eine Messung der Proteinmenge ermöglichen. Dazu ist der Western Blot 

prinzipiell geeignet, wenn Bedingungen wie Selektivität der Antikörper, eine geeignete 

Normalisierung usw. gegeben sind. Die Empfindlichkeit dieser Methode reichte in der 

vorliegenden Studie jedoch nicht aus, um Rezeptor- oder Enzymproteine in isolierten 

präglomerulären Gefäßen zu bestimmen. Strukturproteine und Proteine des kontraktilen 

Apparates, die in wesentlich höherer Konzentration in Gefäßen bzw. glatten Muskelzel-

len vorliegen, können mit dem Western Blot auch aus isolierten kleinsten Nierengefä-

ßen (Eisenoxid-Sieb-Technik) beurteilt werden (113). Die real time PCR gestattet die 

Bestimmung der Genexpression auf mRNA-Ebene. Aussagen zur Proteinexpression 

sind nur bedingt möglich, 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 mRNA-Ebene ist möglich. 

Die in Mäusenieren gewonnen Gewebemengen bzw. Zellzahl gestattete die Analyse 

mittels real time PCR nur für 2 Gene. Es wurden ganze Nieren verwendet, um die wei-

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

Vorgehen möglich und schränken die Aussage der Studie hier ein. 

 

Schlussfolgerungen 

ETB-Rezeptor-defiziente Mäuse weisen Expressionsveränderungen von Genen des En-

dothelin- und Stickstoffmonoxidsystems auf. Dazu gehören die Verminderung des ETA-

Rezeptors in präglomerulären Gefäßen, erhöhte ET-1-Konzentrationen in der Niere so-

wie eine verminderte eNOS-mRNA-Expression in den Gefäßen. Die vorliegende Arbeit 

zeigt, dass die Verwendung von knock-out-Tiermodellen für physiologische Untersu-

chungen der Rolle des Endothelinsystems bei der Regulation der Nierendurchblutung 

und GFR eine gründliche Kenntnis der durch das Gendefizit induzierten Änderungen im 

Funktionssystem des betroffenen Genes als auch anderer physiologischer Systeme 

bedarf. In diesem Sinne trägt die Schrift zu einer weiteren Aufklärung der funktionellen 

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

1. Das Endothelinsystem hat für die physiologische Funktion der Niere als auch für die 

Entstehung von Nierenerkrankungen eine große Bedeutung. Endothelineffekte an 

Nierenarterien und –arteriolen werden über zwei Rezeptortyen, den Endothelinre-

zeptor Typ A (ETA) und Typ B (ETB) vermittelt. Der Beitrag dieser Rezeptortypen zu 

den Endothelinwirkungen ist auch aufgrund begrenzter Selektivität von Rezeptora-

gonisten und -antagonisten nicht vollständig bekannt.  

2. Im Rahmen eines Projektes, das sich mit den Wirkungen von Endothlin auf die Nie-

rendurchblutungsregulation beschäftigt, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, 

welchen Einfluß ein ETB-Rezeptor-Defizit auf die Expression von Komponenten des 

Endothelin-, Renin-Angiotensin- und Stickstoffmonoxidsystems in präglomerulären 

Gefäßen hat. Diese Systeme sind entscheident an der Regulation der Nierendurch-

blutung beteiligt und interagieren auf systemischer und zellulärer Ebene. 

 Methoden 

3. Die Experimente wurden an ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen und Wildtypen 

durchgeführt. Bei den ETB-Rezeptor-defizienten Mäusen handelte es sich um ein 

„rescue“-Modell, bei dem im sympathischen Nervensystem ETB-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 präglomerulärer Gefäße diente 

eine modifizierte Eisenoxid-Sieb-Technik.  

5. Ein möglicher Effekt des Eisenoxids auf die Gefäße, insbesondere auf die Endothel-

schicht, wurde in zwei Modellen untersucht. Aortenringe von Mäusen, die eine Per-

fusion mit oder ohne Eisenoxid erhielten, wurden unter isometrischen Bedingungen 

hinichtlich ihrer endothelabhängigen 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. Hämatoxylin-Eosin-Schnitte, Semi-

Dünnschnitte und PECAM-1 (CD31) Immunfärbungen des Nierengewebes weisen 

auf ein intaktes Endothel nach Eisenoxidperfusion hin. 

7. ETB-Rezeptor-defiziente Mäuse zeigten eine geringere ETA-Rezeptorexpression in 

den präglomerulären Gefäßen (mRNA) und gesamten Nierengewebe (mRNA und 

Protein mittels Western Blot) im Vergleich zu den Wildtypen. Das Endothelinprotein 

war im Nierengewebe erhöht. 

8. Die eNOS-mRNA war in den präglomerulären Gefäßen der ETB-Rezeptor-

defizienten Mäuse 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 ausschließlich im 

gesamten Nierengewebe gemessen und differierten zwischen den Gruppen nicht. 

 Schlußfolgerungen 

10. Die Arbeit zeigt, dass die verwendete Isolationsmethode mittels Eisenoxid keine we-

sentlichen Auswirkungen auf das Gewebe hat und für die Genexpressionsanalyse 

geeignet ist. 

11. ETB-Rezeptordefizit geht mit Änderungen der Genexpression des Endothelin- und 

Stickstoffmonoxidsystems einher. Die fehlende Clearence-Funktion bei Fehlen des 

ETB-Rezeptors führt 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 Änderungen der Gen-

expression im Endothelinsystem und der eNOS von Nieren ETB-Rezeptor-defizienter 

Mäuse hin. Diese Kenntnisse sind für die Interpretation funktioneller Untersuchun-

gen an ETB-Rezeptor-defizienter Mäusen von Bedeutung. Sie zeigen zugleich, dass 

selektiver Gen–knock out zu umfangreichen Veränderungen der Genexpressionen 

und damit zur Modulation physiologischer Funktionen führt. 
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7.2 Lebenslauf 

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektroni-

schen Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht. 
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