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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) steuert den Salz- und Wasserhaushalt
des Korpers und wirkt dadurch regulierend auf den Blutdruck. Das Substrat dieses Systems

stellt Angiotensinogen dar, ein a-Glykoprotein, das in der Leber gebildet wird. Von ihm wird

Angiotensinogen

| Renin

Angiotensin|

ACE

Angiotensin ! > Aldosteron

Vasokonstriktion Durst/ Na* - und
Salzhunger H,0O-Retention

_— Blutdruck

Abbildung 1: Schematische Darstellung des klassischen Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
(RAAS). Angiotensin, als Substrat des RAAS, wird von der Aspartylprotease Renin in das biologisch inaktive
Dekapeptid Angiotensin | (ANG 1) umgesetzt. ANG | wird anschlieRend durch das Angiotensin
konvertierende Enzym (ACE) zu Angiotensin Il (ANG Il) umgesetzt. ANG Il als eigentliches Effektorhormon
vermittelt daraufhin seine physiologische Wirkung, indem es eine Vasokonstriktion der glatten Muskulatur,
die Natrium- und Wasser-Retention in der Niere, die Sekretion von Aldosteron sowie Durst und Salzhunger
auslést. Letztendlich wirkt das RAAS regulierend auf das Blutvolumen und somit den Blutdruck. Das RAAS

wird Uber negative Riickkopplungsmechanismen reguliert.
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durch die Aspartylprotease Renin, welches von dem juxtaglomerularen Apparat der Niere
freigesetzt wird, das biologisch inaktive Dekapeptid Angiotensin | (ANG 1) abgespalten
Dieses wird von dem Angiotensin konvertierenden Enzym (ACE), einer
membrangebundenen Metalloprotease, die hauptsachlich im Lungenendothel gebildet wird,
in das Oktapeptid Angiotensin Il (ANG 1) umgewandelt **>*8, ANG Il stellt das eigentliche
Effektorhormon der RAAS-Kaskade dar. Es vermittelt seine physiologische Wirkung uber
ANG Rezeptoren (AT;-, AT,-Rezeptoren), wobei die meisten Effekte Uber den Angiotensin II-
Typ 1-Rezeptor (AT;-Rezeptor) vermittelt werden. So fuhrt eine Erhdhung der ANG II-
Konzentration im Blut auch zu einer Erhohung des Blutdrucks, indem es eine
Vasokonstriktion der glatten Muskulatur, vermehrtes Durstgefiihl und Salzhunger, sowie eine
Erhéhung der Synthese und Sekretion von Aldosteron aus der Zona glomerulosa der

91920 | etzteres bewirkt wiederum einen erhdhten tubuldren

Nebenniere induziert
Rucktransport von Kochsalz und Wasser aus dem Primérharn ins Blut, was zusatzlich zu
einer Erhdhung des Blutvolumens und damit des Blutdrucks fithrt ** (s. Abbildung 1). Im
Menschen stellt unter physiologischen Bedingungen die Reninsekretionsrate den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fir die Bildung von Angiotensin Il dar. Weder die
Konzentration von ACE noch von Angiotensinogen spielen dabei eine entscheidende Rolle.
Bei Méausen hingegen stellt Angiotensinogen den limitierenden Faktor des Systems dar
1421222325 7ur Selbstregulierung des RAAS wirken verschiedene Faktoren wie etwa ein
erhohter Blutdruck sowie Angiotensin Il selbst Gber negative Rickkopplungsmechanismen
hemmend auf die Freisetzung von Renin **. Neben dem systemischen RAAS existieren auch
lokale Renin-Angiotensin-Systeme. Diese sind im Herz, in den BlutgefaRen, den
Nebennieren, den Ovarien und im Uterus, im Pankreas und im Gehirn zu finden. Vermutlich
sind diese gewebespezifischen Systeme wichtig bei der Regulierung der Organfunktionen

unter physiologischen und pathophysiologischen Zustanden 2%,

1.2 Renin

Renin wird hauptsachlich in den juxtaglomerularen Zellen (JG-Zellen) gebildet. Dort findet
auch die Transkription des auf Chromosom 1 gelegenen Renl-Gens statt. Wahrend die
Reningene von Maus und Ratte 9 Exons und 8 Introns besitzen, weisen die Reningene von
Mensch und Schaf ein zusatzliches Exon (Exon 5A) auf, welches fir 3 Aminosauren codiert
2 In manchen Mausstammen finden sich, im Unterschied zu anderen Saugetierarten, zwei
verschiedene Reningene, Renld und Ren2 *°*!. Andere Mausstamme besitzen hingegen
lediglich ein Reningen (Renlc). Da sich die zwei Reningene Renld und Ren2 strukturell sehr
ghnlich sind, nimmt man an, dass sie durch Genduplikation entstanden sind ***. Wahrend

dem Ren2-Genprodukt Glykosylierungsstellen fehlen, und es dadurch konstitutiv freigesetzt
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wird, werden die Renlc- und Renld-Genprodukte iiber regulierte Exozytose sezerniert 33,

Urspriinglich nahm man an, dass Mausstamme mit zwei Reningenen erhdhte Plasma-Renin-
Konzentrationen aufweisen missen. Wie sich jedoch herausstellte, hatten Mausstamme, die
zusatzlich das Ren2 Gen exprimierten, einen normalen Blutdruck sowie normale Plasma-

[ 37-39

Renin-Spiege

Die Renin-Genexpression unterliegt einer strengen transkriptionellen Kontrolle. Die
speziellen Bindestellen fir verschiedene Transkriptionsfaktoren innerhalb des proximalen
Reninpromotors sind charakteristisch sowohl fur das humane als auch das murine Reningen.
Beide enthalten auch eine stark konservierte TATA-Box. Der proximale Reninpromotor ist
wichtig fir die basale Aktivitdt der Reningene, die transkriptionelle Regulation durch cAMP
(CRE/CREB, Pit-1, HOX/PBX, RB; LXR-a/CNRE) und nukledre Rezeptoren (LXR-a, PPAR-
y), wie auch fur die Kontrolle der Renin-Genexpression wahrend der Entwicklung (CBF1,

HOX/PBX, Ets). Zusétzlich zur proximalen Promotor-Region wird das Reningen durch ein

Juxtaglomeruldre Zelle

/ Konstitutiver Exozytose Weg ETES
Renin
Pro- Pro-

DCV (Dense Core Vesicle)

Endo- _ F Golgi-
plasmatisches Nucleus Apparat Klare Vesikel

Retikulum
Pro-

Pro- .
| = in —= Renin

mRNA  Pra-Pro-Renin Glykosylierung @ Renin
von Pro-Renin

Proconvertase

Cathepsine

Pro-Renin Markieren fiir die  Protogranuli
regulierte

& Exozytose Regulierter Exozytose Weg

Abbildung 2: Schematische Darstellung zur Prozessierung von Renin. Nach der Translation der Renin

MRNA gelangt das Pra-Pro-Segment in das Endoplasmatische Retikulum. Dabei wird das Pra-Signalpeptid
abgespalten, und das dabei entstandene Pro-Renin wandert weiter zum Golgi-Apparat. Dort findet die
Glykosylierung des Pro-Renins und dessen Markierung fir den regulierten Exozytose Weg statt. Von dem
trans-Golgi werden klare Vesikel abgeschnirt, die tUber den konstitutiven Exozytose Weg Pro-Renin in den
Kreislauf abgeben. In dem regulierten Exozytose Weg wird Pro-Renin zunachst in Protogranulen
gespeichert, welche daraufhin zu Reningranulen (sog. Dense Core Vesicles, DCVs) reifen. In den DCVs
findet die Abspaltung des Pro-Segmentes statt. Aktives Renin wird dann gespeichert und erst bei Bedarf

sezerniert. (Grafik adaptiert nach Schweda et al, 2007 5).
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(Maus) bis zwei (Mensch) 5 -flankierende enhancer-Elemente kontrolliert. Das sind
regulatorische DNA-Sequenzen, die in der Lage sind, die Transkription stark zu induzieren.
Bereits bekannte enhancer-Elemente des Reningens sind: NF-I, Spl/Sp3, WT1,
CRE/CREB/CREM, E-Box/USF1/USF2, HRE/RAR/RXR/Ear2/PPARYy und NF-Y.

Neben der starken transkriptionellen Kontrolle wird Renin auch auf posttranskriptioneller
Ebene reguliert. So ist bekannt, dass die Stabilitit der Renin mRNA malfgeblich durch
MRNA Bindeproteine, welche an die 3’-UTR der Renin mRNA binden, beeinflusst wird.
Stabilisierende Effekte wurden fur HUR, CP1/hnRNP E1, Nucleolin, Dynamin und YB-1

beobachtet. HADHB hingegen hat wahrscheinlich einen destabilisierenden Effekt %°.

Renin wird in den juxtaglomerularen Zellen zunéchst als primares Translationsprodukt,
welches als Pra-Pro-Renin bezeichnet wird, gebildet. Daraufhin wird es Uber das Pra-
Segment, welches das Signalpeptid fiir die Translokation in das Endoplamatische Retikulum
(ER) darstellt, in die ER-Zisternen aufgenommen, wobei die Pra-Sequenz abgespalten wird
>1434 Das dadurch entstandene enzymatisch noch inaktive Pro-Renin wird anschlieBend in
den Golgi Apparat geschleust, wo es in sogenannte ,klare* Vesikel verpackt und konstitutiv
sezerniert wird. Eine weitere Mdglichkeit der Reninsekretion stellt die regulierte Exozytose
dar. Dabei wird Pro-Renin mit Mannose-6-Phosphatresten glykosyliert und in
elektronenoptisch dichte, lysosomenartigen Dense Core Vesicles (DCV) gespeichert. Dort
erfolgt die Umwandlung von inaktivem Pro-Renin in aktives Renin. Dabei wird die 46
Aminosauren lange N-terminale Pro-Sequenz abgespalten (s. Abbildung 2). Lediglich 25 %
des synthetisierten Pro-Renins wird den DCVs zugefuhrt und dort in aktives Renin

umgewandelt, wahrend 75% konstitutiv als Pro-Renin sezerniert wird >*°.

Mechanistisch ist der Prozess der Umwandlung von Pro-Renin zu Renin noch nicht
vollstandig geklart. Es wird vermutet, dass sowohl Cathepsin B *' als auch Prohormon
Konvertase PC5 **, die sich zusammen mit Pro-Renin in den Vesikeln befinden,
entscheidend zu der Umwandlung beitragen. Auch der saure pH-Wert von 4-6 innerhalb
dieser Vesikel, der eine optimale Proteaseaktivitat gewdahrleistet, spielt womdglich eine
wichtige Rolle. Das aktive Renin wird erst bei physiologischem Bedarf in den Kreislauf

abgegeben und bleibt so lange in den DCVs gespeichert >132443:44,

1.3 Bildungsorte von Renin

Renin-bildende Zellen finden sich in verschiedenen Organen des Koérpers als Teil von

lokalen Renin-Angiotensin-Systemen wie etwa im Gehirn und im Herz, sowie in den

45,46

Nebennieren Diese Reninquellen sind systemisch nicht sehr bedeutend. Das
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aktiveRenin wird fast ausschlief3lich in den Nieren gebildet. Wie bereits erwéahnt, wird Renin

in der adulten Niere in den juxtaglomerularen Zellen gebildet.

1.3.1 Die juxtaglomerulare Zelle

Die klassischen Renin-bildenden Zellen der Niere sind die juxtaglomerularen Zellen, die in
der Tunica media der afferenten Arteriole am GefaRpol des Glomerulus beim Ubergang zum
glomerularen Kapillargeflecht lokalisiert sind (s. Abbildung 3) *"*¢. Sie bilden zusammen mit
angrenzenden spezialisierten Zellen des distalen Tubulus, den sogenannten Macula Densa

Zellen, und den extraglomeruldren Mesangialzellen den juxtaglomeruléaren Apparat *°.

Distaler Tubulus
Glatt-

muskelzelle

\\‘g

Afferente Arteriole ’ >

Efferente Arteriole

Juxtaglomerulare
Zellen

Podozytare

Glomerulzre // \ j
Kapillaren / ,!‘/>/

2
>

Extra-und
Intraglomerulére
Mesangialzellen

Basalmembran

Podozyten

Harnraum

Parietales Blatt der
Bowman-Kapsel

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Glomerulus mit juxtaglomeruldrem Apparat. Am oberen
Bildrand ist der Gefa3pol mit afferenter und efferenter Arteriole zu sehen. In der Tunica media der afferenten
Arteriole befinden sich die juxtaglomerulédren, Renin-bildenden Zellen. Sie bilden zusammen mit der Macula
Densa und dem extraglomeruldren Mesangium den juxtaglomeruldren Apparat. (Grafik Ubernommen aus
musom.marshall.edu)
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JG-Zellen haben eine kuboide und damit eine den Epithelzellen dhnliche Form, weshalb sie

® In der Maus sind sie

auch juxtaglomerulére Epitheloidzellen genannt werden
durchschnittlich 500 um® groR *°. Die JG-Zellen enthalten viele elektronendichte Renin-
haltige Vesikel, Peroxisomen, sowie einige kleinere Vesikel, sogenannte Protogranula, die
hauptséchlich inaktives Prorenin enthalten **. Weitere Charakteristika dieser Zellen sind ein
vergroRertes raues endoplasmatisches Retikulum, ein ausgeprégter Golgi-Apparat,

14,49

Myofilamente wie auch einige Mitochondrien Etwa die Halfte der Zellen des

juxtaglomeruldaren Apparates wird nerval durch adrenerge Nervenfasern innerviert °>°3,
AulRerdem sind JG-Zellen tber Gap-Junctions untereinander, aber auch mit benachbarten
extraglomeruldaren Mesangialzellen und Endothelzellen der afferenten Arteriole verbunden,
und bilden so ein funktionelles Synzytium ***°. Das vorrangig in JG-Zellen exprimierte Gap-
Junction-Protein ist Connexin 40 (Cx40), welches aber auch in Endothelzellen, wie auch in

extra- und intraglomerularen Mesangialzellen zu finden ist >"°%.

1.3.2 Weitere Renin-produzierende Zellen

Es ist bekannt, dass unter Stimulation des RAAS und somit erhbhtem Bedarf an Renin die
glatten Muskelzellen der afferenten Arteriole durch metaplastische Transformation zu Renin-
produzierenden Zellen werden kénnen *°. Dieser auch als retrograde Rekrutierung bekannte
Prozess geht einher mit deutlichen strukturellen Veranderungen in der Zelle. Diese auf3ern
sich durch eine Vergrol3erung des endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates,
sowie mit dem Verschwinden von Myofilamenten und der Bildung Renin-haltiger Vesikel. Am
Ende dieser Transformation haben diese Zellen eine kuboide Form angenommen und
enthalten kaum noch Myofilamente. Sobald der Bedarf an Renin wieder sinkt, erfolgt
wiederum die Umwandlung vom sekretorischen zum kontraktilen Zelltyp ®. Auch Interlobular-
Arterien sowie Muskelzellen der efferenten Arteriole kénnen unter lang anhaltender

61

Stimulation des RAAS Renin produzieren °°. Auch auflerhalb der GefaRe wird unter

bestimmten Umstanden Renin produziert, wie etwa im extra- und intraglomerularen

6264 in interstitiellen Zellen % und seltener auch in Zellen des distalen Tubulus

Mesangium
856 Durch Verfolgung der Reninzelllinie konnte gezeigt werden, dass diese Zellen bereits
wahrend der fotalen Entwicklung Renin synthetisiert haben, sich aber dann zu anderen
Zelltypen entwickelten. Bei starker Stimulation des RAAS kénnen sie aber wieder Renin

produzieren °’ (vgl. Kapitel 1.5.4 + Abbildung 6).
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1.3.3 Organkontrolle der Reninexpression und -sekretion

Da Renin das Schlusselenzym des RAAS darstellt, unterliegt dessen Synthese und
Sekretion regulierten Kontrollmechanismen. Dadurch wird sichergestellt, dass der Korper
Anderungen des Blutdrucks oder Stérungen des Salz- und Wasserhaushaltes entsprechend

regulierend entgegenwirken kann %,

1.3.3.1 Sympathisches Nervensystem

Die Reninsekretion wird entscheidend durch das sympathische Nervensystem beeinflusst.
Die Existenz von B-adrenergen Rezeptoren auf juxtaglomerularen Zellen wurde durch
diverse Rezeptor-Bindestudien, in situ Hybridisierung ** sowie durch immunhistochemische
Farbungen ® nachgewiesen. So ist eine Aktivierung der B;-adrenergen Rezeptoren der JG-
Zellen ndétig, um eine basal konstante Expression und Sekretion von Renin zu gewahrleisten.
Die B;-adrenergen Rezeptoren der JG-Zellen werden durch im Kreislauf zirkulierende oder
von sympathischen Nervenendigungen freigesetzte Katecholamine stimuliert, wodurch es zu
einer Aktivierung eines Gs-Protein-gekoppelten Rezeptors kommt. Dieser vermittelt daraufhin
Uber eine Aktivierung von Adenylatzyklasen einen Anstieg von intrazellularem cAMP, das die

69,70

Freisetzung von Renin bewirkt (s. Kapitel 1.3.4.1). Dadurch erklart sich die reduzierte

Reninsekretion nach pharmakologischer Inhibition der B;-adrenergen Rezeptoren ™72
Ebenso konnte durch renale Denervierung eine verminderte Reningenexpression und -

sekretion beobachtet werden "

, wobei hierbei zu beachten ist, dass dadurch auch tubulare
und hamodynamische Effekte des sympathischen Nervensystems betroffen sind . Weitere
Aufklarung der Bedeutung des sympathischen Nervensystems auf die Reninexpression und -
sekretion brachte die Generierung einer (3./f,-Adrenorezeptor-defizienten Maus. Diese wies
im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle eine um 85% verminderte Plasma-Renin-Konzentration
auf. Neben der verminderten basalen Plasma-Renin-Konzentration, konnte in den [B./B.-
Adrenorezeptor-Knockout Mausen dennoch eine Verdnderung der Reninsekretion durch
chronische Stimuli, wie etwa orale Salzaufnahme, Schleifendiuretika, ACE-Hemmer oder
AT,-Rezeptor Antagonisten induziert werden . Dies zeigt, dass eine Anderung der Aktivitat

des Reninsystems nur bedingt abhéngig von dem (3-adrenergen Input ist.

1.3.3.2 Angiotensin Il

Die Freisetzung von Renin aus dem juxtaglomerulédren Apparat in den Blutkreislauf fahrt Gber

die RAAS-Kaskade zu einer vermehrten Bildung von Angiotensin 1l. Uber einen negativen

1

Feedback-Schleife hemmt ANG Il die Synthese und Sekretion von Renin '*. Es konnte

gezeigt werden, dass ANG Il einen direkten Einfluss auf die Reninsynthese und -sekretion
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besitzt. So fihrt eine Blockierung des AT;-Rezeptors zu einer Erhdéhung der
Reninfreisetzung. Die Expression von AT;-Rezeptoren wurde fur die JG-Zellmembran bereits
nachgewiesen '"’®. Die inhibierende Wirkung auf die Reninsekretion durch ANG Il kommt
einerseits durch eine Erhoéhung von intrazellularem Kalzium (s. Kapitel 1.3.4.3), sowie
indirekt durch eine Erh6hung des Blutdrucks, bedingt durch eine Vasokonstriktion bzw. durch
verstarkte Salzresorption zustande “°. Beide Effekte wirken hemmend auf die
Reninsekretion. Zusatzlich bewirkt ANG Il die Freisetzung von Aldosteron aus der

Nebenniere, was zusétzlich zu einer Erhéhung des Blutdrucks beitragt.

1.3.3.3 Aldosteron

Das Mineralokortikoid Aldosteron wird in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde
gebildet. Als Grundbaustein fur die Aldosteronsynthese dient Cholesterin. Die Sekretion von
Aldosteron wird v.a. direkt durch ANG I, aber auch durch einen Mangel an Natrium oder
eine erhohte Kaliumkonzentration stimuliert. Auch das Peptid-Hormon Adrenocorticotropin
(ACTH) wirkt stimulierend auf die Aldosteronsekretion, wahrend atriales natriuretisches
Peptid (ANP) hemmend wirkt. Aldosteron wirkt Uber den Mineralokortikoid-Rezeptor (MR).
Dieser liegt in Abwesenheit von Aldosteron in inaktiver Form im Zytosol vor. Aldosteron kann
durch seinen lipophilen Charakter die Zellmembran passieren und an den Rezeptor binden.
Dieser durchlauft daraufhin eine Konformationsdnderung, lést sich aus einem
Multiproteinkomplex, dimerisiert und transloziert in den Zellkern. Dort bewirkt er die

Transkription Aldosteron-regulierter Gene %%

. Eines der wichtigsten Proteine, die durch
Aldosteron induziert werden, ist die serum and glucocorticoid inducible kinase 1 (SGK1).
SGK1 bt ihrerseits eine regulatorische Wirkung auf den endothelialen Natriumkanal
(ENaC), den renal outer medullary potassium channel (ROMK), die Na'-K*-ATPase und den

Na*/K*/Cl-Kotransporter aus %%,

In der Niere bewirkt Aldosteron hauptsachlich eine
Reabsorption von Natrium (ENaC) und gleichzeitig die Sekretion von Kalium (ROMK) im
distalen Tubulus und in den Kkortikalen Abschnitten des Sammelrohrs. Da der
Wasserhaushalt eng an den Elektrolythaushalt gekoppelt ist, reguliert Aldosteron somit auch
das Blutvolumen und damit den Blutdruck. In MR- bzw. Aldosteronsynthase-defizienten
Mausen konnte eine starke Erhohung der Reninexpression und -synthese festgestellt
werden. Eine mdgliche Erklarung hierfur konnte der durch Abwesenheit von Aldosteron
bedingte verminderte Blutdruck sein, welcher moglicherweise eine kompensatorische

Erhéhung der Reninsynthese und -sekretion nach sich zieht %7,
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1.3.4 Zellulare Regulation der Reninexpression und -sekretion

Es wird angenommen, dass der cAMP/PKA/CREB und der Kalzium/PKC Signalweg
hauptséchlich fiir die Regulation der Renin-Genexpression und somit die Synthese und
Sekretion von Renin verantwortlich sind. Signalwege, die Uber STAT, NFkB und Mitglieder
der nuklearen Rezeptor Superfamilie laufen, kommen wahrscheinlich eher bei

pathologischen Situationen zum Tragen %.

1.3.4.1 cAMP und Proteinkinase A

Der Second-Messenger cAMP ist eindeutig das wichtigste intrazellulare Signal fur die
Reninsynthese und —sekretion. cCAMP wird von Adenylatzyklasen (AC) aus ATP gebildet. In
Renin-produzierenden Zellen sind hauptsachlich die AC5 und AC6 Isoformen der

Adenylatzyklasen zu finden %8%°

Die Aktivierung von B-Adrenorezeptoren steigert die
Aktivitat der Adenylatzyklasen uber das stimulierende G-Protein Gea *>%°. An isolierten JG-
Zellen konnte festgestellt werden, dass eine Stimulation der Reninexpression auch via
Katecholamine, Dopamin %, dem calcitonin gene-related peptide %, dem pituitary adenylyl

cyclase activating polypeptide (PACAP) *, Adrenomedullin ** und den Prostaglandinen E,

PDE

Adenylat-

Zyklasen @ i .
ATP —— 5 cAMP —~ Proteinkinase A

are Cror >

-, ©

Cre

Abbildung 4: Schematische Darstellung des cAMP/PKA Signalweges. Der Second-Messenger
zyklisches Adenosin-Monophosphat (CAMP) wird von Adenylatzyklasen aus ATP gebildet. cCAMP wirkt
aktivierend auf die Proteinkinase A (PKA), welche daraufhin unter Verbrauch von ATP im Nukleus den
Transkriptionsfaktor cAMP response element binding protein (CREB) phosphoryliert. CREB ist konstitutiv
an die cAMP response elements (CRE) der regulatorischen Sequenzen der cAMP gesteuerten Gene
gebunden und wird durch die PKA induzierte Phosphorylierung transaktiviert. Phosphodiesterasen (PDES)
bauen cAMP ab und kénnen dadurch die Reninsynthese und -sekretion beeinflussen 3, (Grafik adaptiert
nach Desch, 2010 °)
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und 1, ®

Uber eine Erhoéhung des intrazellularen cAMP-Spiegels stattfindet. Die
Reninsynthese und -sekretion kann aber auch erhtht werden, indem cAMP abbauende
Phosphodiesterasen (PDEs) inhibiert werden **. Innerhalb der PDEs findet man tiberwiegend
PDE3 und PDE4 in Renin-produzierenden Zellen . Auch die PDE1 kénnte eine Rolle

% da bekannt ist, dass sie durch Kalzium/Calmodulin aktiviert wird (s. Kapitel

spielen
1.3.4.3) ®. Der genaue molekulare Mechanismus, iiber den cAMP auf die Reninsekretion
wirkt, ist noch nicht vollstandig geklart. Es wird vermutet, dass ein erhdohter cAMP-Spiegel
aktivierend auf die Proteinkinase A wirkt, welche schlussendlich Zielproteine (CRE/CREB)
phosphoryliert, die daraufhin ihrerseits die Expression, Synthese und Sekretion von Renin

5,96,100

beeinflussen (s. Abbildung 4)

1.3.4.2 cGMP

cGMP wird entweder Uber l6sliche (sGC) oder membranstandige (pGC) Guanylatzyklasen
aus GTP gebildet. Welchen Einfluss der cGMP Signalweg auf die Reninsynthese und -
sekretion hat, ist bislang nicht eindeutig geklart. Die Untersuchung von in vivo Effekten durch
cGMP wird erschwert, weil dadurch auch der Blutdruck verandert wird, was per se einen
Einfluss auf die Reninfreisetzung hat . In vitro konnten fiir den cGMP Signalweg sowohl
stimulierende als auch inhibierende Effekte auf die Reninsynthese und -sekretion gezeigt
werden. So kann die Stimulation von pGCs durch natriuretische Peptide (NP) sowohl zu
einer Inhibierung (niedrige NP Konzentration), als auch zu einer Stimulation (hohe NP

101-103

Konzentration) der Reninfreisetzung fihren Das Uber sGCs wirkende

Stickstoffmonoxid (NO) hingegen zeigt ausschliel3lich einen stimulierenden Effekt auf die

104

Reninsekretion Eine Verbindung des cAMP- mit dem cGMP Signalweges konnte

auf3erdem insofern hergestellt werden, da PDE3 durch zyklisches GMP inhibiert wird % was

zu einer Erh6hung des intrazellularen cAMP-Spiegels beitragt.

1.3.4.3 Kalzium und Proteinkinase C

Im Gegensatz zu dem stimulierenden Effekt von cAMP, wirken zytosolisches Kalzium und
die Protein Kinase C (PKC) hemmend auf die Reninsekretion '°>!%. Dies wird als ,Kalzium

Paradoxon“ bezeichnet, da eine hohe intrazellulare Kalziumkonzentration in anderen

107

sekretorischen Zellen typischerweise die Exozytose von Vesikeln stimuliert™". Manche

Hormone wie beispielsweise Angiotensin Il und Endotheline bewirken einen Anstieg der

14,101,108-110

Kalziumkonzentration und hemmen somit die Reninfreisetzung . Im Gegensatz

dazu wirkt eine Erniedrigung der zytosolischen Kalziumkonzentration stimulierend auf die

89,111,112

Reninsekretion . Wie genau eine erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration die

Reninsekretion hemmt, ist noch nicht genau bekannt. Denkbare Mediatoren sind Kalzium-
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bindende Proteine, wie Calmodulin oder Calcineurin, sowie die Proteinkinase C 2101113116,
Auch Myofilamente, die durch eine Kalzium-bedingte Kontraktion mégliche Kontakte von
Reninvesikeln mit der Plasmamembran verhindern koénnten °, oder Kalzium-aktivierte
Chloridkanale, die durch Depolarisation inhibierend auf die Reninfreisetzung wirken kdnnten,

sind denkbar .

Moglich erscheint auch ein direkter Einfluss von Kalzium auf die
intrazellulare cAMP-Konzentration, da die Adenylatzyklasen AC5 und AC6 durch Kalzium
inhibiert werden kénnen. Dies wirde demnach zu einem Absinken des cAMP-Spiegels und

somit zu einer Inhibierung der Reninsekretion fiihren %%,

1.4 Entwicklung der Reninzellen

In frihen Embryonalstadien (E14, E15) der Nierenentwicklung bei Mausen finden sich Renin-
exprimierende Zellen bereits im undifferenzierten metanephrischen Mesenchym, entweder
als einzelne Zellen oder Zellgruppen von 2-3 Zellen *"*'%, Das ist der Zeitraum, in dem auch
die Vaskularisierung in der Niere beginnt. Diese friilhen Reninzellen sind vor allem in der
Né&he sich bildender GefalRe, aber auch in sich entwickelnden Glomeruli zu finden. Es konnte
gezeigt werden, dass die Reninzellen die innerhalb der GefaRRe liegen, hauptsachlich in
arcuaten Arterien und arcuaten Seitenarterien lokalisiert sind, wahrend die meisten
afferenten Arteriolen zu diesem Zeitpunkt noch frei waren von Renin "%, Ab E18 sind die
Renin-bildenden Zellen bereits eng mit den Gefalien verbunden, mit Ausnahme von wenigen

7 Das Maximum der

Reninzellen innerhalb der Glomeruli und dem Interstitium
Reninexpression wird in etwa 2-3 Tage nach der Geburt erreicht '**?. Danach sinkt die
Anzahl Renin-bildender Zellen wieder und sie sind dann ausschlief3lich in sich neu
entwickelnden afferenten Arteriolen und nicht mehr in den groReren renalen Gefal3en zu
finden. In adulten Tieren beschrankt sich die Reninproduktion letztendlich nur noch auf die
klassischen juxtaglomerularen Zellen. Dieses Verteilungsmuster von Renin wahrend der
Entwicklung konnte fiir alle Saugetiere inklusive des Menschen nachgewiesen werden .
Man nimmt an, dass die Reninzellen der adulten Niere von bestimmten Vorlauferzellen
abstammen, die sich aus Foxdl-positiven Mesenchymzellen entwickeln. Es konnte durch
Verfolgung der Reninzelllinie gezeigt werden, dass die adulten Renin-bildenden Zellen aus
Zellen entstehen, die diesen Transkriptionsfaktor exprimieren. Auch Glattmuskelzellen,
Mesangialzellen sowie Fibroblasten entstehen aus Foxdl-positiven Vorlauferzellen (s.

Abbildung 5) 2122,

Durch Manipulationen, die zu einer Stérung des Salz- und Wasserhaushaltes bzw. des
Blutdrucks fuhren, steigt die Zahl Renin-exprimierender Zellen entlang der praglomerularen
Arterien, innerhalb des Glomerulus und im Niereninterstitium an. Diese Reninzellverteilung

ahnelt dann sehr der Verteilung von Renin-bildenden Zellen embryonaler Nieren. Es konnte
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gezeigt werden, dass diejenigen Zellen, die Uber die Plastizitat verfigen, auch spater Renin
zu bilden, bereits wahrend der Entwicklung Renin exprimiert haben. Reninzellen sind
demnach sehr plastisch. Sie sind Vorlaufer flr verschiedene renale Zelltypen, welche

ihrerseits bei Bedarf (Stérung des RAAS) wieder den Reninzell-Phanotyp annehmen kdénnen
123
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Abbildung 5: Schematische Darstellung zur Abstammung Renin-bildender Zellen. Man vermutet,
dass Renin-bildende Zellen, wie auch Fibroblasten, vaskulare Glattmuskelzellen (VSMCs) und
Mesangialzellen aus Foxdl-positiven Mesenchymzellen entstehen. Es ist auch bekannt, dass VSMCs
und Mesangialzellen aus Renin-Vorlauferzellen entstehen kdénnen. Eine Transformation der VSMCs
bzw. Mesangialzellen zu Renin-bildenden Zellen unter chronischer Stimulation des RAAS wird
momentan diskutiert (s. rote Pfeile). (Grafik lbernommen aus Sequeira Lopez und Gomez, 2011 2).




1. Einleitung

1.5 Plastizitat der Reninexpression und -sekretion in der adulten

Niere

1.5.1 Blutdruck

Als Teil der negativen Feedback-Schleife steuert der Blutdruck die Synthese und Freisetzung
von Renin aus den JG-Zellen der Niere. So wirkt ein erhéhter Blutdruck inhibierend, ein
verminderter Blutdruck stimulierend auf die Reninsynthese und -sekretion ***'?°, Ein in der
Niere lokalisierter Barorezeptor-Mechanismus ist sehr wahrscheinlich fur die Perzeption des
Perfusionsdrucks zustandig. Wie genau die Anderung des renalen Perfusionsdrucks in der
Niere registriert wird, ist allerdings noch nicht geklart. Es wird vermutet, dass
dehnungsabhéangige Kalziumkanéle durch die mechanische Dehnung der Zellmembran zu
einem gesteigerten Kalzium-Influx beitragen, was die Freisetzung von Renin hemmt (vgl.
Kapitel 1.3.4.3) '*. Dieser Befund wird bestatigt durch die Tatsache, dass die

druckabhéangige Inhibierung der Reninsekretion ausbleibt, wenn extrazellulares Kalzium fehlt
127

1.5.2 Modulatoren der Plastizitat Renin-bildender Zellen

1.5.2.1 Connexin 40

Es ist seit langerem bekannt, dass die verschiedenen Zelltypen des juxtaglomerularen
Apparates Uber Gap-Junctions verbunden sind. So verbinden sie Renin-produzierende
Zellen sowohl untereinander %8, als auch mit benachbarten Endothel-, glatten Muskel- und

extraglomeruldren Mesangialzellen °*°0129.130

. Gap-Junctions setzen sich aus einzelnen
Connexin (Cx)-Proteinen zusammen, wobei jeweils 6 Connexine einen Halbkanal, das
sogenannte Connexon, bilden. In der Zellmembran kann sich dieser mit einem Halbkanal
einer direkt angrenzenden Zelle verbinden, wodurch zwischen den Zytoplasmen der beiden
Zellen eine Verbindung entsteht. Es sind unterschiedliche Isoformen von Connexin-Proteinen
bekannt. Sie sind in der Lage, sowohl homo- als auch heteromere Kanale zu bilden ***, die
sich je nach Aufbau in ihrer Porengréle und Permeabilitdt unterscheiden. Gap-Junctions
sind fur kleine Molekile bis zu einer Molekilmasse vonl kDa frei passierbar. Auch die
Ladung der lonen und Molekiile ist entscheidend fiir die Zell-Zell-Ubertragung, da Gap-
Junctions ladungsselektiv  sind. Gap-Junctions sind somit essentiell far die
Signalweiterleitung zwischen den Zellen, da auch Second Messenger Molekile, wie cAMP

oder Kalzium Uubertragen werden. Connexone konnen Signal-Molekile auch in den
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extrazellularen Raum freisetzen, da sie nicht immer an andere Zellen gekoppelt sein
mussen. Das in juxtaglomeruldren Zellen am héaufigsten vorkommende Connexin ist Cx40.
Zu einem weitaus geringeren Anteil sind auch Cx37 und Cx43 vertreten °"'313 Renin-
produzierende Zellen, die durch Rekrutierung in afferenten Arteriolen neu entstanden sind
und fotale Reninzellen der groReren Arteriolen enthalten ausschlie3lich Cx40. Cx40-
Expression kann daher als grundlegendes Merkmal fir Renin-bildende Zellen angesehen

werden

. Es konnte in mehreren Studien bereits gezeigt werden, dass Cx40 einen
entscheidenden Einfluss auf die Funktion und die korrekte Lokalisation Renin-bildender
Zellen nimmt **%". So sind Cx40-defiziente Mause hypertensiv ***, weisen aber trotzdem
eine erhohte Plasma-Renin-Konzentration auf *¢*%°, Die Tatsache, dass in Cx40-defizienten
Mausen trotz des hohen Blutdrucks vermehrt Renin freigesetzt wird, kdnnte darauf
hindeuten, dass die Ubertragung inhibitorischer Signale an Renin-bildende Zellen, durch die
Abwesenheit von Cx40 gestort ist. So lie sich die Reninsekretion durch Angiotensin Il in
Cx40 Knockout Mausen nicht mehr in dem Malf3e inhibieren, wie dies bei Wildtyp-Tieren der
Fall war **®*. Anhand von Untersuchungen an der isoliert-perfundierten Niere von Cx40-
defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass eine Erhéhung des Perfusionsdrucks zu
einer gesteigerten, anstatt zu einer erniedrigten Reninsekretionsrate fiihrt *¢'3%. Welcher
Mechanismus daflrr sorgt, dass Cx40 in den juxtaglomerularen Zellen regulierend auf die
Reninsekretion wirkt, ist bisher noch unklar. Diskutiert wird, ob Uber Cx40-Gap-Junctions die
Weiterleitung von inhibitorisch-wirkenden Kalzium-lonen erfolgen kdnnte. Dadurch wiirde es,
durch eine Erh6hung der intrazellularen Kalziumkonzentration, zu einer starken Inhibition der
Reninsekretion in den juxtaglomerularen Zellen kommen (s. Kap. 1.3.4.3). Wie bereits
gezeigt werden konnte, nimmt die intrazellulare Kalziumkonzentration mit steigendem

140-142

renalen Perfusionsdruck zu . Diese Tatsache ist wahrscheinlich auf einen erhohten

24143 Verstarkend hinzu kommt der

transmembranen Kalzium-Einstrom zurtickzufiihren
Befund, dass in Abwesenheit von Kalzium die Erhdhung des Perfusionsdrucks zu einer
gesteigerten Reninsekretion fuhrt % Diese fehlende Kontrolle der Reninsekretion durch
den Perfusionsdruck konnte auch bei Cx40 Knockout Mausen festgestellt werden, was fir

die Ubertragung eines inhibierenden Kalzium-Signals durch Cx40-Gap-Junctions spricht'**.

Es ware auch denkbar, dass Cx40 als Halbkanal fungiert und so beispielsweise ATP im
Sinne einer parakrinen Sekretion freigesetzt wird. Dieses konnte fir einen Anstieg der

intrazelluldren Kalziumkonzentration sorgen, indem es an purinerge Rezeptoren der

146-148

benachbarten Zellen bindet AuRerdem konnten Cx40-Halbkanale als

Mechanorezeptoren dienen, die zug- bzw. druckabh&ngig den Einstrom von Kalzium in
Renin-produzierende Zellen oder aber auch die Freisetzung von ATP vermitteln 424°,

Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die Reninsekretion Uber einen Gap-Junction-vermittelten
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Mechanismus ablauft, wie Versuche mit nicht-selektiven Gap-Junction-Blockern zeigten
136,150,151

Neben dem beschriebenen Einfluss auf die funktionellen Eigenschaften hat das Fehlen von
Cx40 auch Konsequenzen fir die Lokalisation der Renin-produzierenden Zellen. Diese
finden sich normalerweise in der Media Schicht der afferenten Arteriolen. In Cx40-defizienten
Mausen allerdings sind sie auflerhalb der GefalRwande lokalisiert. Sie befinden sich im

Bereich des extraglomerularen Mesangiums sowie im periglomeruléren Interstitium **’.

1.5.2.2 Akrlb7

Die Aldo-Keto-Reduktasen (AKRs) gehoren einer Superfamilie von Enzymen an, die
NADPH-abhangig Carbonylgruppen von Aldehyden und Ketonen reduzieren und dadurch in
Hormon-synthetisierenden Zellen zur Entgiftung beitragen "***>3, Sie werden in 15 Familien
eingeteilt, wobei AKR1B7 der AKR1B Familie angehort. In der adulten Niere wird Akrlb7
ausschlie3lich in den juxtaglomerularen Renin-bildenden Zellen exprimiert und kann somit
als Marker fur Renin-produzierende Zellen verwendet werden. Wahrend der
Nierenentwicklung findet Akrlb7 Expression zusammen mit der Renin Genexpression in
Zellen der praglomerularen Gefal3e, in Mesangialzellen sowie in Zellen des Sammelrohrs

7,152

statt . Die transkriptionelle Kontrolle beider Gene wird durch den cAMP-Signalweg

reguliert °21%*1%¢_Es wurde vermutet, dass Akrlb7 méglicherweise eine entscheidende Rolle
bei der Produktion, Prozessierung, Speicherung und Sekretion von Renin spielt %2
AuBerdem konnte erst Kkirzlich ein Zusammenhang zwischen Akrlb7 und der
Cyclooxygenase-2, welches fir die Synthese von Prostaglandinen verantwortlich ist,
hergestellt werden **"**®, Von der Cyclooxygenase-2 ist bereits bekannt, dass sie an der

Macula Densa kontrollierten Expression und Sekretion von Renin entscheidend beteiligt ist
72,159

1.5.2.3 Prostanoide und Cyclooxygenase-2

Prostanoide werden aus Arachidonsaure lber das Zwischenprodukt Prostaglandin H,
(PGH_) durch Cyclooxygenasen (COX-1 und COX-2) synthetisiert. Die weitere Synthese
spezifischer Prostanoide wird durch verschiedene Prostanoidsynthasen vermittelt. Fur die
Prostanoide Prostaglandin E, (PGE,) und Prostazyklin (PGIl,) konnte nachweislich ein
stimulierender Effekt auf die Reninsekretion festgestellt werden 2*°®*%*  Die Steigerung der
Reninsekretion durch PGE, und PGI, wird durch die Aktivierung von EP,, EP, oder IP
Rezeptoren vermittelt, welche als Gs-gekoppelte Rezeptoren fir einen Anstieg der

intrazellularen cAMP-Konzentration sorgen '°%!%*%° |n der Niere findet COX-2 Expression
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vor allem in den Zellen der Macula Densa (MD) statt, aber auch in interstitiellen Zellen der
Medulla und in MD-nahen Bereichen des dicken aufsteigenden Astes der Henleschleife
(TALH) #°®_ Es sprechen einige Befunde fir eine Kontrolle der Macula Densa und COX-2
auf die Reninexpression und -freisetzung. So konnte am Modell des isoliert-perfundierten
juxtaglomeruldren Apparates gezeigt werden, dass ein spezifischer COX-2-Hemmer (NS-
398) die Stimulierbarkeit der Reninsekretion durch Niedrigsalzdiat abschwacht *°. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass pharmakologische Inhibition der COX-2 durch NS-398 oder SC

58236 eine Erhéhung der Plasma-Renin-Aktivitat durch Niedrigsalzdiat **

, verminderten
renalen Perfusionsdruck ®® oder die Gabe von Furosemid %' verhindern *. Auch in
COX-2 Knockout Mausen konnte nachgewiesen werden, dass der Reningehalt der Niere,
sowie die Renin mRNA-Spiegel und die Reninaktivitat in sehr viel geringerem Ausmald durch
Niedrigsalzdiat stimuliert werden 2. All diese Befunde weisen darauf hin, dass der Macula
Densa Mechanismus an der Kontrolle der Reninsekretion beteiligt ist. Somit spielen die von
der COX-2 der Macula Densa gebildeten Prostaglandine eine wichtige Rolle innerhalb des
Signalwegs, der durch die Reduktion der NaCl Konzentration und des NaCl-Transportes
durch das tubulare Epithel in der Nahe des vaskuldaren Pols, regulierend auf die

Reninsekretion wirkt 1'%,

1.5.3 Salzaufnahme

Es ist bekannt, dass die Aktivitit des RAAS entscheidend durch orale Salzaufnahme
beeinflusst wird. So wird die Reninsynthese und -sekretion durch eine verminderte

124 Es wurden

Salzzufuhr gesteigert und durch eine erhohte Salzzufuhr vermindert
verschiedene Mechanismen postuliert, die solche Salz-abhangigen Veranderungen der
RAAS -Aktivitdat vermitteln kénnten: systemisch-humorale Faktoren, intrarenale Faktoren,
renale Innervierung oder der sogenannte intrarenale Macula Densa (MD) Mechanismus .
Noch ist nicht geklart, welcher dieser Faktoren oder Mechanismen fiir die Salz-induzierten
Veranderungen verantwortlich ist. Es scheint, als wére die MD-abhéangige, tubulare Kontrolle
der Reninsynthese eher auf akute als auf chronische Veranderungen der NaCl-
Konzentration zurtickzufihren. Weiterhin wirken von dem Enzym Cyclooxygenase-2 (COX-2)
abgeleitete Prostanoide sowie NO eher modulierend und weniger als Hauptmediatoren auf
das Reninsystem, v.a. in Bezug auf die Langzeit-Regulation. Dasselbe gilt fur den
stimulierenden Effekt der renalen Innervierung auf die Reninsynthese und -sekretion 2°17317,
Auch extrarenale Faktoren konnten eine wichtige Rolle bei der Regulation des RAAS
spielen. Durch die Aufnahme von zu viel bzw. zu wenig Salz, kann es zu einer Erhéhung
bzw. Erniedrigung des Blutdrucks kommen, was wiederum zu Veranderungen in der Aktivitat

des RAAS fiuhrt. Somit kdnnte also auch der systemische Blutdruck regulierend auf die
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Reninexpression und -sekretion wirken, wobei einige Studien belegen, dass die Natriurese
sowie die Regulation des Reninsystems durch den Blutdruck unabh&ngig reguliert werden'”
180 Zudem konnte gezeigt werden, dass die Suppression der Reninfreisetzung nach
erniedrigter Salzaufnahme nicht nur unabhangig vom Blutdruck ist, sondern auch
unabhangig von der Herzleistung, GFR, BANP, j-adrenergen Rezeptoren, Plasma
Natriumkonzentration, Osmolalitat, renaler Innervierung und von nNOS gebildetem NO ist 181-
184 Demnach ist nicht konkret geklart, welcher Mechanismus bzw. welche Mechanismen die
Natriurese und die Reninexpression und -sekretion bei erhdhter bzw. erniedrigter
Natriumchloridzufuhr steuern. Nach dem momentanen Wissensstand erscheint der MD-
Mechanismus am wahrscheinlichsten wobei auch ein momentan noch unbekannter Faktor

oder Mechanismus nicht ausgeschlossen werden kann %.

1.5.4 Genetische RAAS-Defekte

Es sind einige Krankheiten bekannt, die zu einer starken Stimulation des RAAS fuhren. Ein
Beispiel ist das Bartter-Syndrom. Dabei kann Natrium im dicken aufsteigenden Ast der
Henleschleife nicht ausreichend rickresorbiert werden, wodurch es zu Salzverlust und einer
Erniedrigung des Blutdrucks kommt '®°. Dies fuhrt auch zu stark vergroRerten
juxtaglomerularen Zellkomplexen, sowie zur Expression von Renin im extraglomerularen
Mesangium **®. Der Missbrauch von Diuretika und Laxantien resultiert in dem sogenannten
Pseudo-Bartter-Syndrom. Dabei kommt es ebenfalls zu einer Umwandlung von
extraglomerularen Mesangialzellen zu Renin-produzierenden Zellen ®. Auch bei Anorexia
nervosa sowie Morbus Addison-Patienten konnte eine derartige Umwandlung beobachtet

werden .

Auch genetische Defekte innerhalb der RAAS-Kaskade kdnnen eine Rekrutierung von
zusatzlichen Renin-bildenden Zellen bewirken. So lasst sich eine starke Reninzell-
Hyperplasie in Mausen mit einer genetischen Deletion im Lokus fiir Angiotensinogen %1,
ACE 1 und AT,,-Rezeptor '* finden. Die Lokalisation dieser Reninzellen ist in diesen
Modellen nicht mehr nur auf den JG-Bereich beschrankt. Sowohl in der GefalRwand
afferenter Arteriolen als auch in mehrschichtigen Zelllagen um die praglomerularen Gefalle
konnten Reninzellen gefunden werden (s. Abbildung 6). Die Nieren dieser Knockout Mause
zeigten aulerdem starke strukturelle Storungen. Die Nieren wurden nach der Geburt
hydronephrotisch mit schlecht ausgebildeter Medulla, einer atrophischen Papille und einem
erweiterten Nierenbecken. Neben interstitieller Fibrose und sklerotischen Glomeruli, hatten
die Mause auch Probleme mit der Aufkonzentrierung des Urins. Auffallend ist auch eine
Verdickung der Media-Schicht der arteriellen Blutgefaf3e durch eine Zunahme der Zellzahl an

der GefalRinnenwand.
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Bowman-Kapsel

Fotus

Intraglomerulares
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. Mesangium

Entwicklung
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Abbildung 6: Verteilung Renin-bildender Zellen wahrend der Entwicklung und Rekrutierung. Wahrend
der Embryonalentwicklung sind Renin-bildende Zellen (dargestellt in gelb mit schwarzen Punkten, welche
Reninvesikel reprasentieren) entlang der intrarenalen Arterien, innerhalb der Glomeruli und des renalen
Interstitiums lokalisiert. Mit fortschreitender Entwicklung nimmt die Zahl der Reninzellen kontinuierlich ab und
begrenzt sich zunehmend auf den juxtaglomeruléaren Bereich, wie es typisch fir adulte Nieren ist. Wahrend
des Vorgangs der Rekrutierung breiten sich die Renin-bildenden Zellen wieder aus, wobei dies davon
abhangt, welche physiologischen Alterationen vorgenommen wurden und wie lange diese Stimuli wirken. Fir
gewohnlich erfolgt die Rekrutierung Renin-produzierender Zellen stromaufwérts der afferenten Arteriolen.
Die Zunahme Renin-bildender Zellen kann aber auch im intra- und/oder extraglomeruldaren Mesangium, im
Interstitium und manchmal auch in der Bowman-Kapsel oder der efferenten Arteriole beobachtet werden.

(Grafik Ubernommen aus Brunskill et al, 2011 7).

Einen &hnlichen Phanotyp hinsichtlich der Reninzellhyperplasie, allerdings ohne auffallige
morphologische Veré&nderungen, konnte bei Mausen mit einem Knockout des
Aldosteronsynthasegens festgestellt werden (s. Abbildung 7B) ®. Die Aldosteronsynthase-
defizienten Tiere waren lediglich leicht hypoton und ihre Nieren allenfalls geringfligig
hydronephrotisch. AufRerdem konnten keine Verdickungen der arteriellen GefaRwéande
gefunden werden. Fur den Menschen sind zwei Defizienzen des Aldosteronsynthasegens

beschrieben: die Corticosteron-Methyloxidase Defizienz Typ | und Typ II. Typ | wird
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verursacht durch Mutationen im CYP11B2 Gen, wodurch eine funktionsunfahige
Aldosteronsynthase gebildet wird. Patienten, die unter Corticosteron-Methyloxidase
Defizienz Typ | leiden, weisen Aldosteronkonzentrationen unterhalb der Detektionsgrenze
auf, sowie erhohte Spiegel des 18-Hydroxy-11-Deoxycorticosterons und erniedrigte Spiegel
von 18-Hydroxycorticosteron. Aul3erdem leiden sie an extremem Salzverlust, erniedrigtem
Blutdruck, Hyperkaliamie, Hyponatriamie, und sehr hohen Plama-Renin-Aktivitaten.
Neugeborene weisen zudem metabolische Azidose auf und im Kindesalter leiden sie unter
Wachstumsstérungen. Die Typ lI-Form der Corticosteron-Methyloxidase Defizienz zeichnet
sich durch niedrige Aldosteron- und erhdhte 18-Hydroxycorticosteronspiegel aus. Bei dieser
Variante sind lediglich die Funktionen der 18-Hydroxylase und 18 Methyl-Oxidase der
Aldosteronsynthase beeintrachtigt, nicht hingegen die der 11B-Hydroxylaseaktivitat. Der
Phanotyp unterscheidet sich allerdings nur marginal von dem der Typ | Corticosteron-

Methyloxidase Defizienz 2%,

Abbildung 7: Lokalisation von
Renin-bildenden Zellen. Immun-
histochemische Farbung fur aSMA
und . (A) In Nieren von
Wildtyp-Mausen sind die Renin-
bildenden Zellen ausschlief3lich in der
Tunica  Media der afferenten
Arteriolen lokalisiert. (B) Durch starke
chronische Stimulation des RAAS wie
etwa durch genetische RAAS-Defekte
(hier am Beispiel des Aldosteron-
synthase Knockout Maus) finden sich
Renin-produzierende Zellen auch
entlang der afferenten Arteriole und
im perivaskularen Raum in mehreren
Schichten um die afferente Arteriole
angeordnet. aA: afferente Arteriole,
eA: efferente Arteriole, G: Glomeru-

lus, RZ: Reninzelle/n. (Bilder Uber-

Aldosteronsynthase *

nommen aus Karger et al, 2013 1)

Auf zellularer Ebene ist noch nicht eindeutig geklart, wie die Umwandlung glatter
Muskelzellen oder anderer Nierenzellen in Renin-produzierende Zellen reguliert wird.
Bestimmte nicht kodierende RNAs, die die Expression von Genen auf posttranskriptioneller
Ebene regulieren, sogenannte Mikro-RNAs (miR-330 und miR-125b-5p), sollen an der
Ausdifferenzierung und Aufrechterhaltung des Reninzell-Phénotyps beteiligt sein. Ebenso
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wurde postuliert, dass eine Signalibertragung Uber den Notch-Signalweg von Bedeutung

sein konnte %%

So haben Mause, bei denen der durch Notch aktivierbare
Transkriptionsfaktor RBP-J ausschliel3lich in Reninzellen deletiert ist, kaum Renin-bildende
Zellen, eine erniedrigte Renin-Genexpression und niedrige Plasma-Renin-Spiegel sowie
einen erniedrigten Blutdruck. Auch die metaplastische Transformation von glatten

Muskelzellen zu Reninzellen war in diesen Tieren vermindert 2%

. Fur die Umwandlung in
eine Renin-bildende Zelle scheint auch der cAMP-Signalweg besonders wichtig zu sein. So
konnten Experimente mit Fluoreszenz-markierten glatten Muskelzellen aus der Reninzelllinie
zeigen, dass diese nach Zugabe von cAMP-Analoga das Reningen transkribieren und so zu
Renin-produzierenden Zellen wurden. Dies ist begleitet von einer Herabregulation
Glattmuskel-spezifischer Gene wie B-Glattmuskelaktin und Myosin schwere Kette (MHC).
Die Wirkung von cAMP auf die Genexpression wird vermutlich Uber die Phosphorylierung
des cAMP responsive element binding (CREB)-Proteins vermittelt, das im Kern durch
Bindung an die cAMP responsive Element- (CRE)-Region im Renin-Promoter-Bereich die

12 AuRerdem wurden noch weitere

Expression des Renin-Gens reguliert
Transkriptionsfaktoren gefunden, die an enhancer- oder Promotor-Regionen des Reningens
binden koénnen, und so dessen Transkription regulieren 2%2%  \Wahrend der
Ausdifferenzierung zur Reninzelle wird neben dem Reningen noch eine Vielzahl weiterer
Gene reguliert. Es wurde erst kirzlich eine umfassende Auflistung Reninzell-spezifisch
hochregulierter Gene verdffentlicht, die durch Untersuchung FACS-isolierter Reninzellen

zustande kam .

Eine detailliertere Betrachtung der Reninzellhyperplasie von Aldosteronsynthase Knockout
Méausen mittels Konfokal- und Elektronenmikroskopie konnte bereits zeigen, dass diese
hyperplastischen Zellen dieselbe kuboide Form aufweisen, wie die juxtaglomeruldren
Reninzellen und dass sie ebenfalls Renin-positive Vesikel enthalten *. Dies zeigt, dass diese
perivaskuldaren Reninzellen fahig sind, Renin in Vesikel zu verpacken, was die
Voraussetzung fir eine regulierte Reninfreisetzung darstellt. Die kontrollierte Exozytose

13,207,208

Renin-haltiger Vesikel scheint innerhalb der juxtaglomerularen Zellen durch

Aktivierung des cAMP-Signalweges zu verlaufen **2%.

Es wurde auferdem die Funktionalitdt der hyperplastischen renalen Reninzellen in
Aldosteronsynthase Knockout Tieren am Modell der isoliert perfundierten Mausniere
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass es hinsichtlich der Stimulierbarkeit der
Reninsekretion durch Katecholamine und der Hemmbarkeit durch Angiotensin Il und den
Perfusionsdruck sowie der ,paradoxen” Wirkung von Kalzium keine auffalligen Unterschiede
zu den Wildtyp-Nieren gab. Die Funktionalitat der perivaskuldren Reninzellen unterscheidet

sich demnach nicht von der der klassischen juxtaglomeruldren Renin-bildenden Zellen *.
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1.6 Zielsetzung

Bei einer starken Stimulation des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, wie beispielsweise
bei genetischen Defekten innerhalb der RAAS-Kaskade, kommt es zu einer Hyperplasie
Renin-produzierender Zellen, die hauptséchlich im perivaskularen Raum um die afferenten
Arteriolen auftritt. Uber die Herkunft dieser perivaskularen Renin-bildenden Zellen ist bisher

noch wenig bekannt.

Als Tiermodell mit Reninzellhyperplasie sollen Mause mit einem genetischen Defekt
innerhalb des RAAS verwendet werden. Da die meisten dieser Genotypen starke
morphologische Veranderungen in der Niere aufweisen, werden Mause mit einem Knockout
des Aldosteronsynthasegens verwendet, da diese strukturell eher unauffallige Nieren

besitzen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Salzabhangigkeit der perivaskularen Renin-bildenden Zellen zu
untersuchen, um einen Anhaltspunkt darliber zu erhalten, ob sie bei erh6htem Bedarf an
Renin durch Proliferation bereits bestehender Renin-bildender Zellen neu entstehen oder ob
sie durch Transformation aus anderen renalen Zelltypen hervorgehen kénnen. Aul3erdem
soll geklart werden, ob, bei vermindertem Bedarf an Renin, die perivaskularen Renin-
bildenden Zellen durch Apoptose verschwinden, oder lediglich die Produktion von Renin

einstellen.

Durch die Stimulierung des RAAS mit Niedrigsalzdiat bzw. durch dessen Suppression durch
Hochsalzdiat soll geklart werden, wie schnell eine Anderung der Salzzufuhr auf die
Reninexpression und -sekretion wirkt. Auch die Reinduzierbarkeit der Reninexpression nach
deren langerer salzbedingter Suppression wird in dieser Arbeit untersucht. Dazu werden
sowohl die Renin mRNA- und Plasma-Renin-Konzentrationen bestimmt als auch
immunhistochemische Methoden herangezogen. Gleichzeitig soll die salzabhangige
Regulierbarkeit von Genen Uberprift werden, deren Expression charakteristisch fir Renin-
bildende Zellen ist. Auch die Reninzelllinie wurde gekennzeichnet. So soll gewahrleistet
werden, dass alle Zellen, in denen der Reninpromotor wahrend der Entwicklung aktiv war,
einen fluoreszenten Reporter bilden. Dadurch sind diese Zellen auch in der adulten Maus
noch nachweisbar. Dies soll Aufschluss Uber eine mogliche Verwandtschaft der Renin-
bildenden Zellen mit anderen renalen Zelltypen geben. Um zu ermitteln, ob die durch
erniedrigte Salzzufuhr bedingte Zunahme der Reninexpression und -synthese auf einer
Proliferation bereits bestehender Renin-bildender Zellen beruht, bzw. ob bei erhohter
Salzzufuhr die Abnahme der Reninexpression und -synthese durch Apoptose der Renin-
produzierenden Zellen reguliert wird, werden Nierengewebeschnitte auf Proliferations- bzw.

Apoptosemarker hin untersucht. Des Weiteren soll anhand der ermittelten Flache der
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Reninzelllinie und der entsprechenden Zellkerndichte in diesen Feldern festgestellt werden,

ob die Reninzellzahl bei unterschiedlichen Aktivitatszustanden des RAAS zu- oder abnimmt.

Diese Erkenntnisse sollen zu einer genaueren Charakterisierung perivaskularer Renin-

bildender Zellen beitragen und auch Aufschluss Uber die Herkunft dieser Zellen geben.
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2. Material und Methoden

2.1 Puffer und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden, soweit nicht anders angegeben, von

Sigma (Miunchen), Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) bezogen.

Genotypisierung

NaOH fur gDNA Extraktion

NaOH 25 mM

Tris-HCI fur gDNA Extraktion (pH 8,0)

Tris-HCI 1M
TAE-Puffer

Tris 40 mM
Essigsaure 20 mM
EDTA 1mM
Agarosegel

TAE

Agarose 1,5 %
Perfusion

PBS-Puffer (pH 7,4)

NaCl 136 mM
KCI 2,7 mM
Na,HPO, x 2 H,O 10,1 mM
KH2P04 1,8 mM

Fixierlésung (pH 7,4; filtriert)

PBS 1x
Paraformaldehyd 3%
Einbettung

Kryoprotektionsldsung

Saccharose 18 %
Paraformaldehyd in PBS (filtriert) 1%




Farbungen

Tris/EDTA Puffer (pH 8,5)

Tris Base 10 mM
EDTA 1mM
Tween 20 0.05 %

PBS-Otto-Puffer, pH 7,4

KHPO, x 3 H,O 10 mM
NacCl 140 mM
KH2P04 10 mM
Waschpuffer

PBS-Otto-Puffer

BSA 1%

Blockierlésung

PBS-Otto-Puffer
BSA 1%
HS 10 %

Blockierlésung fur Cx40

PBS-Otto-Puffer

BSA 1%
HS 10 %
Triton X-100 0,3 %

Proteinisolierung

TNEET-Puffer (pH 7,5)

Tris 20 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
EGTA 1 mM
Triton X-100 1%

+ Zugabe von Proteaseinhibitoren (Protease Inhibitor
Cocktail Tablette, Roche, Penzberg)

SDS-PAGE

SDS-Probenpuffer (5x)

Tris 625 mM
Glycerin 50 %
SDS 12,5%
B-Mercaptoethanol 125%

Bromphenolblau 0,05 %

2. Material und Methoden



Laufpuffer (10x)

Tris 0,25 M
Glycin 19M
SDS 1%
Western Blot

Waschlésung (PBS-T)

PBS 1x
Tween 20 0,5%
Blockierungsldsung

PBS 1x
Magermilchpulver 5%
Tween 20 0,5 %
TUNEL

PBS-Puffer (pH 7,4)

NacCl 137 mM
KCI 2,68 mM
KH,PO, 1,47 mM
Na,HPO, 8,1 mM
Losungspuffer (fir Proteinase K)

Tris-HCI pH 8,0 100 mM
EDTA 50 mM
(Endkonzentration: 10 mg/ml)

SSC-Puffer (20x)

Tri-Natriumcitrat 0,3 M
NacCl 3M
RIA

Maleatpuffer

Tris 1,22 %
Maleinsaure 1,74 %
EDTA 0,89 %

2. Material und Methoden
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2.2 Versuchstiere

2.2.1 Verwendete Mauslinien

Alle Tierexperimente wurden gemaf der ,National Institutes of Health guidelines for the care

and use of animals in research” durchgefihrt und von der lokalen Ethikkommission

genehmigt. Auf optimale Haltungsbedingungen fur Nager wurde geachtet (Temperatur 23°C
+ 2°C, relative Luftfeuchtigkeit 55% * 5%, Hell-/Dunkelintervall 12h, Futter und Wasser ad
libitum).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden folgende Mauslinien verwendet:

Aldosteronsynthase Knockout: Knockout des Aldosteronsynthasegens cypl1b2 (zur

Verfligung gestellt von Maria Luisa Sequeira Lopez, University of Virginia) 819°,

Renld-Cre: Insertion der Cre-Rekombinase in den Renld-Lokus und damit
Expression der Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des endogenen
Reninpromotors (Knock-in) (zur Verfigung gestellt von Maria Luisa Sequeira Lopez,

University of Virginia) ©’.

mT/mG-Reporter: doppelt-fluoreszierende Cre-Reporter Maus; gezielte Insertion in

den Gt(ROSA)26Sor-Lokus; exprimiert membranstandiges ,tandem dimer tomato”
(mT) vor Cre-vermittelter Exzision und membranstandiges ,green fluorescent protein®
(mG) nach der Exzision (Jackson Laboratory, Maine, Stock number: 007576) ***

Abbildung 8).

(s.

A \’Ft, Abbildung 8: Renld-Cre x
A Rentd Cre Rekombinase mT/mG-Reporter Maus. Bei
Abwesenheit der Cre-

Rekombinase wird konstitutiv

tdTomato GFP__ | .\ tdTomato tdTomato gebildet (A). Sobald

% g — der Renld-Promotor abgele-

B sen wird, wird die Cre-
4[; Renld [Cro Rekombinase  |—— Rekombinase gebildet und das

L’—l tdTomato I—H GFP |l GFP

tdTomato Gen an den loxP

/— Stellen erkannt und ausge-

k/Q schnitten. Daher exprimieren

alle Zellen, in denen der

S Renld-Promotor aktiv  war
konstitutiv GFP (B).

a o
= =
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R26R-Confetti-Reporter _ (Brainbow _ 2.1):  stochastischer mehrfarbiger Cre-

Rekombinase Reporter; gezielte Insertion in den Gt(ROSA)26Sor-Lokus; exprimiert
zufallig nGFP, RFP, YFP oder M-CFP nach Cre-Rekombinase Aktivitdt (Jackson
Laboratory, Maine, Stock number 013731) *****, Dieses Modell eignet sich vor allem
daftir, um Verwandtschaftsbeziehungen von Zellen und Zelltypen zu verfolgen (s.
Abbildung 9).

Schnittstellen Ei/E;, sowie
| ’ nGFP —  ddA REP | d4o'In 547* die Invertierungsstellen

Segmente entfernen bzw.

AI:r nGFP —  ddA 1* O nukledres GEP an den Invertierungsstellen
l T (A). Im Zuge dessen wird

—Iir YFP - ddou 4— O zytosolisches YFP zufallig entweder nukleéres

J:’| M-CFP 4 ddd Hi ‘ membranstindiges CFP 20074)

Abbildung 9: Renl1d-Cre x
l4 ) Lt T I3 R26R-Confetti  Reporter
g Maus. Die Cre-

Rekombinase kann die

2 7 5 < 11/12/13 erkennen. Sobald der
0 v o Renld-Promotor abgelesen
wird, wird die Cre-

. Rekombinase gebildet.

= By Diese kann daraufhin an

den Schnittstellen DNA-
DNA-Segmente invertieren
GFP, zytosolisches YFP,

. . zytosolisches RFP  oder
RFP | d4o° f‘f . zytosolisches RFP membranstandiges CEP

l]\ gebildet  (B). (Grafiken

AT, adaptiert nach Livet et al,

Nach entsprechenden Verpaarungen wurden demnach folgende Genotypen kombiniert:

Aldosteronsynthase** x Ren1d-Cre x mT/mG
Aldosteronsynthase” x Ren1d-Cre x mT/mG

Aldosteronsynthase” x Renld-Cre x R26R-Confetti
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2.2.2 Genotypisierung der Mauslinien

Alle Tiere wurden mittels PCR genotypisiert. Die Extraktion der genomischen DNA geschah

wie folgt:

e abschneiden von etwa 2 mm Mausschwanz

e Zugabe von 100 pl 25 mM NaOH

e Inkubation bei 96°C fur 1-1.5 h im Thermocycler (Eppendorf, Hamburg)
e kurz vortexen und 10 pl 1 M Tris HCI (pH 8,0) zugeben

e 6 min bei 10000 rpm zentrifugieren

e 0,5yl des erhaltenen Uberstands (gDNA) werden in die Genotypisierungs-PCR
eingesetzt

25ul PCR-Reaktionsansatz:

15,05 pl dd H,0O
5l GoTaq Puffer
0,75 pl Sense Primer (10 pmol/pl)
0,75 ul Antisense Primer 1 (10 pmol/ul)
0,75 pl Antisense Primer 2 (10 pmol/pul)
2 pl dNTPs (2,5 mM)
0,2 ul GoTaq
0,5 ul gDNA
PCR-Protokolle:
Aldosteronsynthase:
Zyklen Temperatur Dauer Phase
1 94 °C 3/5 min Aktivierung
[ 94 °C 30s Denaturierung
35 60-62 °C 30s Annealing
| 72 °C 40's Elongation
1 72 °C 10 min Elongation
1 4°C o0
Renld-Cre:
Zyklen Temperatur Dauer Phase
1 94 °C 5 min Aktivierung
[ 94 °C 30s Denaturierung
35 58 °C 50 s Annealing
L 72 °C 50 s Elongation
1 72 °C 10 min Elongation
1 4°C o0
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mT/mG:
Zyklen Temperatur Dauer Phase
1 94 °C 3/5 min Aktivierung
[ 94 °C 30s Denaturierung
35 64 °C 45s Annealing
L 72 °C 45s Elongation
1 72 °C 10 min Elongation
1 4°C o0
R26R-Confetti:
Zyklen Temperatur Dauer Phase
1 94 °C 3 min Aktivierung
[ 94 °C 30s Denaturierung
35 58-60 °C 30s Annealing
| 72 °C 30s Elongation
1 72 °C 2 min Elongation
1 4°C o0

Primerseqguenzen:

Renld-Cre:
sense GAAGGAGAGCAAAAGGTAAGAG
antisensel GTAGTAGAAGGGGGAGTTGTG
antisense 2 TTGGTGTACGGTCAGTAAATTGGAC
PCR-Produkte: 600 bp wenn Renld positiv
400 bp wenn Renld-Cre positiv
Aldosteronsynthase:
sense ACCAGAGCCCAAATGTCTCA
antisensel CTGATGCATCTCCAGGTGTA
antisense 2 CTGAACTTGTGGCCGTTTAC
PCR-Produkte: 330 bp bei Aldosteronsynthase™*
210 bp bei Aldosteronsynthase™
mT/mG:
sense CTCTGCTGCCTCCTGGCTTCT
antisensel CGAGGCGGATCACAAGCAATA
antisense 2 TCAATGGGCGGGGGTCGTT
PCR-Produkte: 330 bp bei WT

250 bp bei mT/mG
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R26R-Confetti:

sense GAATTAATTCCGGTATAACTTCG
antisensel AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT
antisense 2 CCAGATGACTACCTATCCTC

PCR-Produkte: 386 bp bei WT
300 bp bei R26R-Confetti

Die PCR-Ansatze wurden auf ein 1.5 %-iges Agarosegel aufgetragen. Die DNA-Fragmente

wurden durch horizontale Gelelektrophorese bei 130V aufgetrennt.

2.3 Salzdiaten

Um festzustellen, wie schnell eine Anderung der Reninexpression nach einer Veranderung
der Salzzufuhr auftritt, wurde 6-8 Wochen alten Aldosteronsynthase” x Renld-Cre x mT/mG
Mausen Futter mit unterschiedlichem Natriumgehalt (Hochsalzdiat: 1,7 % Na;
Niedrigsalzdiat: 0,03 % Na, ssniff, Soest ) Uber unterschiedliche Zeitrdume (0, 2, 3.5, 21, 42,

Kontrollgruppe (n=18)

Tage (d)
1
0 235 21 42 56
Versuchsgruppe 1 (n=18) : H : } :
Tage (d)
!
0 235 21 42 56
Versuchsgruppe 2 (n=18) : :{ : } : )
Tage (d)
Hf L\f
0 235 21 42
Versuchsgruppe 2 (n=3) : :]l : l[ )
Tage (d)

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Wahrend die Kontrollgruppe lediglich
Normalsalzfutter (0,25 % Na) erhielt, wurde Versuchsgruppe 1 mit Futter mit erhdhter Salzkonzentration (1,7
% Na") und Versuchsgruppe 2 mit Futter mit erniedrigter Salzkonzentration (0,03 % Na+) gefiittert. Jeweils 3
Tiere wurden jeweils nach 0, 2, 3.5, 21, 42 und 56 Tagen getotet und die Nieren entnommen. Um die
Reinduzierbarkeit der Reninexpression nach dessen langerer salzbedingter Suppression zu testen,
bekamen die Tiere der 3. Versuchsgruppe zunachst 21 Tage lang HS-Futter und anschlieBend 21 d lang LS-
Futter. Nach insgesamt 42 Tagen wurden auch diese Tiere get6tet und die Nieren entnommen.
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56 d) verabreicht. Kontrolltiere erhielten Standardfutter mit normalem Natriumgehalt (0,25 %
Na, ssniff, Soest). Mindestens 3 Tiere unterschiedlichen Geschlechts wurden nach entweder
0, 2, 3.5, 21, 42 oder 56 Tagen nach Beginn der speziellen Diat getttet und die Nieren
entweder in flissigem Stickstoff fur molekularbiologische Untersuchungen (Plasma-Renin-
Konzentration, s. Kapitel 2.7.1; mRNA, s. Kapitel 2.7.2) weggefroren, oder fir
Immunhistochemie entsprechend verarbeitet (s. Kapitel 2.5). Zur Klarung der Frage, ob die
Reninexpression nach langerer Zeit der salzbedingten Suppression wieder normal
stimulierbar ist, wurde einer dritten Versuchsgruppe zunachst 21 Tage lang eine
Hochsalzdiat und direkt anschlie@end 21 Tage lang eine Niedrigsalzdiat verabreicht (s.
Abbildung 10).

2.4 Retrograde arterielle Perfusion

Die Nieren von adulten Mausen, die fur immunhistochemische Farbungen bestimmt waren,
wurden durch retrograde arterielle Perfusion mit 3% Paraformaldehyd in PBS fixiert.
Zunachst wurden die Mause mit einer Mischung aus Ketamin (80 mg/kg KG i.p.; WDT,
Garbsen) und Xylazin (16 mg/kg KG i.p.; Serumwerk, Bernburg) anasthesiert. Daraufhin
wurde das Abdomen getffnet und die Bauchaorta freigelegt. Die jeweils linke Niere wurde
mit einem Bindfaden an der zufihrenden Nierenarterie abgebunden, da diese Niere fir
molekularbiologische Untersuchungen verwendet werden sollte und deshalb nicht perfundiert
werden musste. Die Bauchaorta wurde danach unterhalb des Abgangs der Nierenarterie
(Arteria renalis) mit einer GefalRklammer abgeklemmt, so dass die Durchblutung der rechten
Niere nicht beeintrdchtigt wurde. Distal zur Klemme wurde die Aorta abdominalis mittels
einer Augenschere geotffnet und ein Perfusionskatheter mit Hilfe eines GefalRdilators
eingefiihrt. Dann wurde die obere Gefal3klammer entfernt und die Vena cava zum Zweck des
Druckausgleichs gedéffnet. Uber den Perfusionskatheter wurde anschlieRend mit 10 ml PBS
perfundiert. Eine erfolgreiche Perfusion machte sich durch eine rasche Entfarbung der
Abdominalorgane bemerkbar. Daraufhin erfolgte die Perfusion mit 40 ml der 3 %-igen
Paraformaldehydldsung mit einem konstanten Fluss von 40 ml/3 min. Die perfundierte Niere
wurde daraufhin enthommen, halbiert und bis zur Paraffineinbettung in 70 % Methanol bei
4°C aufbewahrt oder fur die Kryoeinbettung in eine Kryoprotektionslésung gegeben, bis die
Nieren abgesunken waren. Fir die Anfertigung von Kryoschnitten wurden die Nierenhalften
in Tissue-Tek-Medium (Hartenstein, Wirzburg) eingebettet und langsam mit flissigem
Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C. Die rechte Niere wurde ebenfalls
entnommen, halbiert und in flissigem Stickstoff weggefroren und bei -80°C flr

molekularbiologische Untersuchungen aufbewahrt.
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2.5 Immunhistochemische Methoden

2.5.1 Paraffin-Einbettung

Fir die Paraffin-Einbettung erfolgte eine Uberfiihrung des Nierengewebes in Gewebe-
Einbettkassetten (Roth, Karlsruhe) und eine schrittweise Dehydrierung durch eine

Alkoholreihe aufsteigender Konzentration:

e 2 x 30 min. 70 % Methanol (RT)

e 2 x 30 min. 80 % Methanol (RT)

e 2 x 30 min. 90 % Methanol (RT)

e 2 x 30 min. 100 % Methanol (RT)

e 2 x 30 min. 100 % Isopropanol (RT)

e 1 x 30 min. 100 % Isopropanol (45°C)

e 1 x 30 min. Isopropanol/Paraffin (1:1)-Gemisch (55°C)

e 2 X 24 h Paraffin (60°C)

e Einbettung in mit 60°C warmen Paraffin gefillten Silikon-Kautschuk-Einbettformen
und Ausharten bei RT

Nach Entfernen der eingebetteten Praparate aus den Silikon-Kautschuk-Einbettformen
(Roth, Karlsruhe) wurden diese jeweils mit einer Rasierklinge angetrimmt. Der Block wurde
in ein Rotationsmikrotom (Leica, Wetzlar) eingespannt. Es wurden 5 um dicke Schnitte
angefertigt, die in einem 40°C warmen Wasserbad gestreckt und auf Superfrost Plus
Objekttrager aufgezogen wurden. Daraufhin wurden die Schnitte bei 40°C im Warmeschrank

getrocknet.

2.5.2 Immunfluoreszenzfarbung

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Objekttrdger zunachst folgendermalien

entparaffiniert:

e 2x15 min. 100 % Xylol

e 2x10 min. 100 % Isopropanol
e 1 x5 min. 96 % Isopropanol

e 1 x5 min. 80 % Isopropanol

e 1x5min. 70 % Isopropanol
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Die Farbung erfolgte anschlieRend gemaR folgendem Protokoll:

Standardprotokoll:

3 x 5 min. waschen der Préparate in PBS-Otto-Puffer

30 min. blockieren mit 10 % HS/1 % BSA in PBS-Otto bei RT (Abschwachung
unspezifischer Bindungen)

Inkubation des Primarantikbrpers Uber Nacht bei 4°C in einer Feuchtkammer
(Verdiinnung des Primarantikérpers in 10 % HS/1 % BSA in PBS-Otto)

am folgenden Tag: 3 x 5 min. waschen der Praparate mit 1 % BSA in PBS-Otto-
Puffer

Inkubation des Sekundarantikdrpers 1,5 h bei RT (unter Lichtausschluss)
(Verdiinnung des Sekundarantikorpers in 10 % HS/1 % BSA in PBS-Otto)

3 x 5 min. waschen der Praparate in PBS-Otto-Puffer (unter Lichtausschluss)
eindeckeln mit Einbettmedium (Dako Fluorescent Mounting Medium, Dako, Glostrup,
Danemark).

Je nach verwendetem Primarantikdrper musste das Standardprotokoll (S) leicht modifiziert

werden:

Variante 1 (V1): Vor dem Blockieren mit 10 % HS: 20 min. Inkubation in Citratpuffer
pH 6.0 (Dako, Glostrup, Danemark) im 95°C Wasserbad

Variante 2 (V2): Vor dem Blockieren mit 10 % HS: 20 min. Inkubation in Tris-EDTA-
Puffer pH 8.5 im 95°C Wasserbad

Variante 3 (V3): Blockierung und Verdinnung des Primar- und Sekundarantikorpers
in 10%HS/1%BSA/0,3% Triton X-100 in PBS-Otto-Puffer

Tabelle 1: Verwendete Primarantikdrper fir Immunfluoreszenzfarbungen

Primarantikorper Spezies Klonalitat Verd. Bestellnummer Variante
GFP Huhn polyklonal 1:600 ab13970 S

Renin Ziege polyklonal 1:400 AF4277 S
a-SMA Maus monoklonal  1:600 ab7817 S

Cx40 Kaninchen polyklonal 1:250 CX40-A V2 +V3
Akrlb7 Ziege polyklonal 1:100 Sc-27763 S
COX-2 Kaninchen polyklonal 1:200 160126 V2

Ki-67 Ratte monoklonal  1:50 M7249 V1




Tabelle 2: Verwendete Sekundarantikoérper fir Immunfluoreszenzfarbungen
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Sekundarantikorper Verd. Firma Konjugation
Esel-anti-Huhn 1:400 Dianova Cy2
Esel-anti-Ziege 1:400 Dianova Cy5
Esel-anti-Maus 1:400 Dianova Cy2/Cy5
Esel-anti-Kaninchen 1:400 Dianova TRITC
Esel-anti-Ratte 1:400 Dianova TRITC

DAPI 1:200 Dianova

2.5.3 TUNEL Farbung

Zur Bestimmung apoptotischer Zellen auf Nierengewebeschnitten wurde der TUNEL Assay

(Promega, Mannheim) verwendet. Das verwendete Protokoll verlief wie folgt:

¢ entparaffinieren bis 50 % Isopropanol

e kurzin dH,O

¢ 5 min.in 0,89 % NaCl
e 2x5min.in 1x PBS

e 15 min. in 4 % PFA

e 2x5min.in 1x PBS

e 8 min. in Proteinase K (1:500 in 1x PBS)

e 10 min. in Equilibrierungspuffer (Kit)

¢ 1 hin Inkubationslésung bei 37 °C (unter Lichtausschluss) (Inkubationslésung

bestehend aus: 45 pl Equilibrierungspuffer (Kit) + 5 pl Nukleotidmix (Kit) + 1 pl rTdT

pro 2 Schnitte)
e 15 min. in 2x SSC-Puffer
e 5min.in 1x PBS
e 5min.indH,O

Weitere Kofarbungen wurden anschlieRend wie in Kapitel 2.5.2 beschrieben durchgefinhrt.
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2.6 Mikroskopie

2.6.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die Untersuchung und Aufnahme des immunfluoreszent gefarbten Nierengewebes erfolgte
mit Hilfe eines Axiovert200M-Mikroskops mit motorisierter Objektauflage, einer Schwarz-
Weil3-CCD-Kamera (AxioCam MRm) sowie der Software ZEN lite (2012) von Zeiss. Die
Farbstoffe der verwendeten sekundaren Antikérper wurden unter Zuhilfenahme passender
Fluoreszenzfilter angeregt und das entstandene Emissionslicht im jeweiligen Spektralbereich

aufgenommen

Tabelle 3: Fir Fluoreszenzfarbungen verwendete Konjugate mit den jeweiligen Anregungs- und
Emissionswellenlangen

Konjugation Anregung (nm) Emission (nm)
Cy2 450-490 500-550
TRITC 533-558 570-640

Cy5 625-655 665-715

DAPI 345 455

2.6.2 Konfokale Mikroskopie

In dieser Arbeit wurde fir die Untersuchung von Nierengewebe von R26R-Confetti
Reportermausen ein Carl Zeiss LSM710-Mikroskop verwendet. Dabei handelt es sich um ein
konfokales Laser Scanning-Mikroskop, bei dem das Praparat, mit Hilfe eines fokussierten
Laserstrahls abgerastert wird. Uber ein bewegliches Spiegelsystem wurde der Laser iber die
Nierenschnitte gefahren und dabei entstandenes Fluoreszenzlicht von einem Detektor
aufgefangen und an einen Computer weitergeleitet. Die Verarbeitung der Daten erfolgte mit
der Software Zeiss ZEN lite (2012). Zur Anregung der Fluoreszenz wurden folgende
Wellenlangen verwendet:

Tabelle 4: Fluorochrome der R26R-Confetti-Reportermaus mit den jeweiligen Anregungs- und Emissions-
wellenlangen

Fluorochrom Anregung (nm) Emission (nm)
GFP 514 552
RFP 561 668
YFP 488 503

CFP 405 485
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2.6.3 Bestimmung der praglomerularen GFP-, Renin- und Cx40-positiven
Flachen

Zur Bestimmung der praglomerularen GFP-, Renin- und Cx40-positiven Flachen bei
unterschiedlichen Salzdiaten wurden jeweils 10 verschieden Aufnahmen in 200-facher Ver-
groBerung aufgenommen. Die Verarbeitung erfolgte anschlieRend mit Hilfe der Software
Zeiss ZEN lite (2012). Dabei wurde unter der Rubrik ,Grafik“ das Tool ,Kontur* ausgewahlt
und damit das jeweilige Feld umkreist. Man erhédlt dann automatisch die GrofRe des
umrandeten Feldes in um?®. So wurde mit jedem préaglomeruldren Feld in den 10 Aufnahmen
verfahren und Uber alle Werte der Mittelwert gebildet. Dadurch konnte die durchschnittliche

Flache der praglomerularen GFP-, Renin- oder Cx40-positiven Felder ermittelt werden.

2.6.4 Bestimmung der Zellkerndichte

Um die Zellkerndichte in den GFP-positiven praglomerularen Feldern zu bestimmen, wurde
zunéachst die Flache wie in Kapitel 2.6.3 beschrieben bestimmt. Daraufhin wurden die mit
DAPI markierten Zellkerne innerhalb dieser Flache, fir jedes einzelne GFP-positive
praglomerulare Feld ausgezahlt. Der Quotient aus Zellkernen pro Flache ergab schliel3lich

die Zellkerndichte (Kerne/um?).

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 Bestimmung der Plasma-Renin-Konzentration

2.7.1.1 Blutentnahme

Vor und nach der jeweiligen Diat wurde den Mausen Blut aus der Vena facialis durch
Punktion entnommen und in eine Kunststoff EDTA Kapillare tberfuhrt (Sanguis Counting,
Numbrecht). Die Kapillaren wurden anschlie3end an einer Seite mit Hilfe eines Hamatokrit-
Versiegelungskitts (Brand, Wertheim) verschlossen und in einer Hamatokrit-Zentrifuge
(Hettich, Tuttlingen) bei 12000 rpm, 4 min. zentrifugiert. Das Plasma wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal dberfuhrt und bei -80 °C fir die Bestimmung der Plasma-Renin-

Konzentration mittels Radioimmunoassay aufbewahrt.



2. Material und Methoden

2.7.1.2 Radioimmunoassay (RIA)

Um die Plasma-Renin-Konzentration zu bestimmen, wurde die von Renin katalysierte
Reaktion betrachtet, bei welcher Angiotensin | aus Angiotensinogen gebildet wird. Die zu
untersuchenden Plasmaproben wurden dazu zusammen mit Reninsubstrat (Angiotensinogen
aus dem Plasma von beidseitig nephrektomierten Ratten stammend) inkubiert. Die Menge
an entstandenem Angiotensin | war proportional zum Reningehalt der untersuchten Probe.
Sie wurde mit Hilfe eines Radioimmunoassay-Kits (RIA; DiaSorin, Saluggia, Italien) mit den

vom Hersteller bereitgestellten Reagenzien und Standards bestimmt.

Die zu vermessende Plasmaprobe wurde nach erwarteter Plasmareninmenge (1:10 —
1:2000), das Reninsubstrat 1:5 mit Maleatpuffer verdinnt. Nun wurden 50 pul verdinnte
Probe, 50 pl Mix aus 4 Teilen verdiinntem Reninsubstrat und 5 Teilen RIA-Reaktionspuffer
(Kit), sowie 2 pl Enzyminhibitor (PMSF, Kit) vermengt. Von diesem Mix wurde jeweils eine
Halfte bei 37°C und die andere bei 4°C 90 min lang inkubiert. Anschliel3end wurden jeweils
45 pl mit 500 pl Tracer (Kit) in RIA-Rohrchen (Kit) Gberfiihrt und diese zusammen mit 5
Standardproben (Kit) 3-24 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser
Inkubationsphase binden proportional zur vorhandenen Konzentration Angiotensin |-
Molekile an die mit anti-Angiotensin [|-Antikdrpern beschichtete Innenseite der RIA-
Rohrchen. An die Ubrigen Bindestellen binden sich kompetitiv die radioaktiven
Tracermolekule. AnschlieBend wurde die Radioaktivitat der Rohrchen gemessen, und
anhand einer aus den Standardwerten gebildeten Kurve die Angiotensin I-Konzentration in

den Proben bestimmt.

2.7.1.3 Isoliert-perfundierte Niere (IPN)

Die Methode der isoliert perfundierten Niere, wurde entsprechend nach dem Protokoll von
Schweda et al., (2003) durchgefuhrt. Diese Methode ermdglicht es, den Einfluss
verschiedener Parameter auf die Sekretion von Renin in vivo zu untersuchen. Die Mausniere
wurde dazu ex situ in einer speziellen Warmeschale Uber die Nierenarterie perfundiert. Die
Ableitung des Perfusates erfolgte tber eine Kanulierung der renalen Vene. Als Basislosung
fur die Perfusion der Niere wurde eine modifizierte Krebs-Henseleit-Lésung verwendet,
welche mit Rinderserum-Albumin (6 g/100 ml) und humanen roten Blutkérperchen (10 %
Hamatokrit) versetzt war. Es konnten Veranderungen der Renin-Sekretion als Reaktion auf
Zugabe von Isoproterenol, Angiotensin 1l oder Ethylenglycol-144 Tetraacetat (EGTA)
untersucht werden. Zur Beurteilung der Reninsekretionsrate wurden alle 2 min. Proben des
vendsen Abflusses gesammelt und die Reninaktivitdt im Probenvolumen anschliel3end

mittels Radioimmunoassay (s. 2.7.1.2) bestimmt. Unter der Reninsekretionsrate versteht
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man die Reninaktivitat (ng ANG-I/mI*h™ des Perfusates) multipliziert mit dem Perfusatfluss

(ml/g Organgewicht*min™).

2.7.2 Bestimmung der Renin mRNA-Konzentration

2.7.2.1 Isolierung renaler mRNA

Die Methode der RNA-Isolierung aus Nieren basiert auf dem Guanidinium-Phenol-

214 zZunachst wurde das

Chloroform-Protokoll von Chomczynski und Sacchi (1987)
Nierengewebe in Trizol-Reagenz homogenisiert. Trizol ist eine einphasige Ldsung, die
Phenol und Guanidinisothiocyanat enthalt. Mit Hilfe von Chloroform folgte die Auftrennung
des Homogenisats in drei Phasen. Die RNA wurde anschlielend mit Isopropanol aus der

wassrigen Phase gefallt.

Bei jedem Arbeitsschritt wurden zur Vermeidung von RNase-Kontamination Latex-
Handschuhe getragen. Soweit mdglich wurden RNase-freie Einmal-Artikel und -Geréte
verwendet. Alle Puffer und Ldsungen wurden mit Diethylenpyrocarbonat (DEPC)-
behandeltem Wasser angesetzt und samtliche Arbeitsschritte, falls nicht anders angegeben,

auf Eis durchgefihrt.

Protokoll zur RNA-Isolierung:

e 1 ml TRISure (Trizol)-Reagenz flir ¥2 adulte Mausniere in 12 ml-Sarstedt-Tubes auf
Eis vorlegen

e Nieren direkt aus flissigem Stickstoff in das Rohrchen Uberfihren und ca. 30 s mit
einem Ultra-Turrax-Mixer homogenisieren

e Mix in 2 ml Eppendorf-Cups Uberfihren und 5 min bei Raumtemperatur stehen lassen
(Proteine denaturieren und lésen sich in Phenol)

e 200 pl Chloroform zugeben; schiitteln (nicht vortexen)

e 20 min. bei 4 °C und 12000 rpm zentrifugieren

e ca. 500 pl wassrigen Uberstand in 1,5 ml Eppendorf-Cup Uberfiihren; dabei auf
keinen Fall Interphase mitnehmen (unten rote Phenolphase - dazwischen Interphase
mit hydrophilen Proteinen)

e wassrige Phase 1:1 (500 ul) mit Isopropanol mischen und kréftig schitteln

¢ 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen (Fallung der RNA)

e 10 min. bei 4 °C und 12000 rpm zentrifugieren; Uberstand verwerfen

e Pelletin 1 ml 75 % Ethanol aufnehmen

e 5 min. bei 4 °C und 7500 rpm zentrifugieren; Uberstand abkippen
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o Pellet 10 min. bei Raumtemperatur trocknen lassen und je nach GréRe in 100-300 pl
RNase-freiem Wasser l6sen

e max. 2 min. bei 65 °C im Schiittler resuspendieren; bei -80 °C lagern

2.7.2.2 Quantifizierung der mRNA

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit Hilfe eines NanoDrop Spektralphotometer
Gerates (Peglab, Erlangen) bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Aus dem Quotienten der
optischen Dichte bei beiden Wellenlangen wurde die Qualitat der isolierten RNA ermittelt.

Fur die Versuche wurde nur RNA mit einem Quotienten zwischen 1,5 und 2,0 verwendet.

2.7.2.3 cDNA Synthese

Die isolierte RNA wurde im nachsten Schritt mittels reverser Transkription in komplementére
DNA (cDNA) umgeschrieben. Um dabei nur mRNA-Molekiile zu transkribieren, wurden Oligo
(dT)is-Primer verwendet, welche selektiv an den 3'-poly(A)-Schwanz der renalen mRNA

binden.

1 pg der Ausgangs-RNA wurde mit 1 pl Oligo (dT);s-Primer vermengt und der Ansatz mit
H,O auf 10 pl aufgefiillt. Nach 5 min bei 65 °C wurde der Ansatz auf Eis gestellt und ein Mix
aus 1 pl M-MLV-Reverse Transkriptase, 1 ul dNTPs, 4 pl 5 x First Strand-Puffer und 3 pl H,O
zugegeben. Die cDNA-Synthese erfolgte wéhrend 1 h bei 37 °C. AbschlieRend wurde der
Ansatz zur Inaktivierung der Reversen Transkriptase fir 2 min. auf 96 °C erhitzt. Vor der
weiteren Analyse mittels quantitativer Echtzeit-PCR wurde die erhaltene cDNA mit 30 ul H,O

verdiinnt und bei - 20 °C gelagert.

2.7.2.4 Quantitative Echtzeit-PCR

Mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-PCR (qPCR) ist es mdglich, DNA zu vervielfaltigen und
gleichzeitig Auskunft Gber die Menge der amplifizierten DNA zu erhaltenen. Dies geschieht
durch einen Fluoreszenzfarbstoff (hier: SYBRGreen), der sich wahrend jedem
Vervielféaltigungsschritt an die neu gebildete doppelstrdngige DNA anlagert. Das Signal des
Farbstoffs wird nach jedem Zyklus neu gemessen und korreliert quantitativ mit der Menge an
gebildetem PCR-Produkt.

Um die quantitative Echzeit-PCR durchzufihren wurde das Lightcycler 480 SYBR Green |
Master Kit und ein Roche Lightcycler LC480 genutzt. Zum Ausgangsmaterial von 1 pl cDNA
wurden 5 ul QuantiTect SYBR Green PCR Mastermix (Roche, Penzberg) sowie je 0,5 pl des

sense- und antisense-Primers (je 10 pmol) und 3 pl H,O gegeben. Auf eine
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Aktivierungsphase (15 min. bei 95 °C) folgten 40 Zyklen, bestehend aus
Denaturierungsphase (15 s bei 95 °C), Annealingphase (20s bei 58°C) und
Elongationsphase (20 s bei 72 °C). Am Ende jedes Zyklus erfolgte die Fluoreszenzmessung.
Um das Schmelzverhalten der amplifizierten DNA zu analysieren, wurde nach Ablauf des
Amplifikationsprogrammes die DNA langsam (0,1 °C/s) von 60 °C auf 95 °C erhitzt und dabei

die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. Als Haushaltsgen diente GAPDH.

2.7.3 Quantitative Bestimmung der Renin-Proteinmenge

2.7.3.1 Proteinisolierung und Bestimmung der Gesamtproteinmenge

Fur die Proteinisolierung wurde jeweils eine halbe Niere gewogen und pro Milligramm des
Organs die 10-fache Menge TNEET-Puffer zugegeben. AnschlieRend wurden die Nieren
mittels Ultraturrax homogenisiert. Nach Zentrifugation bei 12.500 rpm fir 20 Minuten bei 4°C
wurde der Uberstand abgenommen und die Gesamtproteinmenge mit Hilfe des BCA-Kits
ermittelt, wobei die homogenisierten Proben zur Vermessung in dem Kit stets 1:10 in
TNEET-Puffer verdinnt wurden. 25 pl der Probenverdiinnungen sowie der jeweiligen
Standardverdinnungen (fur die Herstellung der Standardverdinnungsreihe siehe Anleitung
BCA-Kit Thermo Scientific, Dreieich) wurden mit 200 pl BCA-Arbeitslosung (fur die
Herstellung der BCA-Arbeitslésung siehe Anleitung BCA-Kit Thermo Scientific, Dreieich)
versehen und 30 Minuten im Inkubator bei 37°C geschiittelt. Danach folgte die
Extinktionsmessung bei 562 nm mit dem ELISA Reader (Anthos, Krefeld). Samtliche Schritte

der Probenvorbereitung mit Ausnahme der Proteinbestimmung wurden auf Eis durchgefihrt.

2.7.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffer versehen und fir 15 Minuten bei 37°C inkubiert
und danach nicht mehr auf Eis gestellt. Es wurden jeweils 5 ug der zuvor bestimmten
Gesamtproteinmenge auf das SDS-Gel (Bio-Rad, Minchen) aufgetragen und die
Proteinbanden bei 110 Volt fir 120 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt (Apparatur: Bio-
Rad, Munchen). Anschlielend wurden die Proteinbanden bei 150 Milliampere fir 120
Minuten auf eine Nitrocellulosemembran mit einem Porendurchmesser von 0.45 um (Bio-

Rad, Minchen) mittels Western-blotting (Apparatur: Bio-Rad, Miinchen) tibertragen.
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2.7.3.3 Immunmarkierung der Reninproteinbanden

Die Nitrocellulosemembran wurde nach dem Western-blotting fir 2 Stunden in
Blockierungsldsung inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Anschliel3end
wurde einmal fir 15 Minuten mit Waschpuffer gewaschen und die Membran tber Nacht bei
4°C (oder 2 Stunden bei Raumtemperatur) mit dem primaren Antikdrper gegen Renin
inkubiert. Danach wurde die Membran 3-mal fir 15 Minuten mit Waschpuffer gewaschen und
dann mit dem sekundaren Antikérper in Blockierungslésung fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur (oder Uber Nacht bei 4°C) inkubiert. Daraufhin wurde nochmals 3-mal flr
15 Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Die Entwicklung des Blots erfolgte mit Hilfe des
ECL-Kits (Thermo Scientific, Dreieich). Dabei wurden die Losungen 1 und 2 des Kits im
Verhéltnis 1 zu 1 vermischt und auf die angetrocknete Membran gegeben. Nach einer
Einwirkzeit von 50-60 Sekunden, wurde Ulberschissige ECL-Flissigkeit entfernt und die
Membran im Dunkeln in einer Rontgenfilmkassette flr mindestens 5 Minuten auf einen Film
(GE Healthcare, Minchen) aufgelegt. AnschlieBend wurde der Film mit Entwicklerlésung
(AGFA, Mortsel, Belgien) inkubiert bis Banden zu erkennen waren, mit Wasser gespult und
danach mit Fixierungslosung (AGFA, Mortsel, Belgien) fixiert. Nach einer Trocknungsphase

von 50 Minuten konnte der Film abfotografiert werden.

Tabelle 5: Verwendeter Priméarantikorper fir die Immunmarkierung von Western Blots

Primarantikorper Spezies Klonalitat Verd. Bestellnummer

Renin Ziege polyklonal 1:1000 AF4277

Tabelle 6: Verwendeter Sekundarantikérper fir die Immunmarkierung von Western Blots

Sekundarantikdrper Firma Bestellnummer Verd. Konjugation
Esel-anti-Ziege Santa SC-2033 1:2000 HRP
Cruz

Die Quantifizierung des Reninproteins wurde anschlieBend mit Hilfe des Programmes BiolD
durchgefuhrt. Dabei wurde die Intensitat der Reninproteinbanden, welche sich auf Hohe der

37 kDa Markierung des Standards befanden, gemessen.

2.8 Statistik

Fir jeden Punkt bzw. jeden Balken der Diagramme wurden mindestens 3 Tiere untersucht,
um den Mittelwert und die Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) bilden zu kénnen.

Alle Daten stammen von mannlichen und weiblichen Mausen, da keine signifikanten
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geschlechtsabhangigen Unterschiede zu beobachten waren. Die Entnahme der Niere von
unterschiedlich behandelten Mausen wurde als Letalexperiment durchgefiihrt, weshalb sich
die Daten zu bestimmten Zeitpunkten der Diaten (0, 2, 3.5, 21, 42, 56 Tage Niedrig-, Normal-
und Hochsalzdiat) auf einmalige Messungen einzelner Mause beziehen. Dementsprechend
wurde der ungepaarte Student’'s t-test zur Berechnung von Signifikanzen verwendet.

Unterschiede wurden ab einem P-Wert < 0.05 als signifikant bezeichnet. 1.6 Zielsetzung
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3.1 Anderung der Reninexpression und -sekretion in Abhangigkeit

von der Salzdiat

Um zu ermitteln, wie stark und wie schnell sich eine Anderung der Salzzufuhr auf die Renin-
expression und -sekretion in der Niere auswirkt, wurde adulten Aldosteronsynthase” x
Renld-Cre x mT/mG Mausen Futter mit unterschiedlichem Natriumgehalt (Niedrigsalzdiat:
0.03 % Na®, Hochsalzdiat: 1.7 % Na®) Uber unterschiedliche Zeitraume (0, 2, 3.5, 21, 42, 56
Tage) verabreicht. Kontrolltiere erhielten Standardfutter mit normalem Natriumgehalt
(Normalsalzdiat: 0.25 % Na®). Mindestens 3 Tiere unterschiedlichen Geschlechts wurden
nach entweder 0, 2, 3.5, 21, 42 oder 56 Tagen nach Beginn der jeweiligen Diat getdtet und
die Renin mMRNA Expression und Plasma-Renin-Konzentration untersucht, sowie
immunhistochemische Farbungen angefertigt. AuRerdem wurde die Flache praglomeruléarer
Reninzellfelder und die Quantitdt des Reninproteins nach den verschiedenen Salzdiaten

bestimmt.

3.1.1 Renin mRNA Expression

Bei der Untersuchung der Renin mRNA Expression unter Niedrigsalzdiat zeigte sich nach 2
Tagen ein 4-facher Anstieg im Vergleich zum Ausgangswert an Tag 0. Im weiteren
Zeitverlauf der Niedrigsalzdiat blieben die Renin mRNA Werte innerhalb der Streuung auf
diesem Niveau konstant. Unter Hochsalzdiat konnte eine Halbierung der Renin-mRNA-Werte
nach dem zweiten Tag der Diat im Vergleich zum Ausgangswert an Tag O festgestellt
werden. Die Renin mRNA Expression nahm daraufhin bis Tag 21 stetig ab und blieb im
folgenden Zeitverlauf konstant niedrig. Dabei kam es zu einem Rickgang der Renin mRNA
Expression um bis zu 92% (s. Abbildung 11A). Die Kontrolltiere auf Normalsalzdiat zeigten

stets eine konstante Renin mMRNA Expression (nicht gezeigt).

3.1.2 Plasma-Renin-Konzentration

Die Plasma-Renin-Konzentration stieg nach 3.5 Tagen der Niedrigsalzdiat etwa auf das 3.6-
fache, ausgehend von der Plasma-Renin-Konzentration an Tag 0. Sie blieb wahrend der
fortdauernden Niedrigsalzdiat im Mittel bei etwa 10790 ng Ang-I/h*ml konstant. Durch die
Gabe von Hochsalzfutter reduzierte sich die Plasma-Renin-Konzentration nach 2 Tagen der
Diat um 97%. Danach blieben die Werte bei andauernder Hochsalzdiat (3.5, 21, 42 und 56
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Tage) bei durchschnittlich 137 ng Ang-I/h*ml konstant (s. Abbildung 11B). Die Kontrolltiere
auf Normalsalzdiat zeigten stets eine konstante Plasma-Renin-Konzentration von
durchschnittlich 3800 ng Ang-I/h*ml (nicht gezeigt).
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Abbildung 11: Salzabhangige Anderung der Renin mRNA Expression (A) und der Plasma-Renin-
Konzentration (B) im Zeitverlauf. Grafik A) zeigt die Renin mRNA Expression nach 0, 2, 3.5, 21, 42 und 56
Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat. Nach 2-3.5 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat kam es zu einer
signifikanten Zu- bzw. Abnahme der Renin mRNA Expression. Grafik B) zeigt die Plasma-Renin-
Konzentration nach 0, 2, 3.5, 21, 42 und 56 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat. Zwischen 2 und 3.5
Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat kam es zu einer signifikanten Zu- bzw. Abnahme der Plasma-Renin-
Konzentration. *=P<0.05 wurde als statistisch signifikant im Vergleich zu dem entsprechenden Wert an Tag
0 erachtet. Die gestrichelte Linie indiziert einen Wert von 1.0. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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3.1.3 Immunhistochemische Farbung

Fir eine visuelle Darstellung der Lokalisation Renin-bildender Zellen in Abh&angigkeit von der
Salzzufuhr wurden immunhistochemische Farbungen angefertigt. Dabei wurde in Paraffin
eingebettetes Nierengewebe von Aldosteronsynthase-defizienten Mausen verwendet. In
Abbildung 12B ist der Nierengewebsschnitt eines Tieres zu sehen, das eine normale Salzdiat
erhalten hatte, um die normale Lokalisation Renin-produzierender Zellen in
Aldosteronsynthase-defizienten Mausen darzustellen. Die Renin-bildenden Zellen (griin)

ordneten sich hier im praglomeruldren Raum in einer Art Manschette in mehreren Schichten

Abbildung 12: Immunfluoreszenz-
farbung far und a-SMA unter
A) Niedrigsalzdiat (6 Wochen), B)
Normalsalzdiat und C) Hochsalzdiat
(6 Wochen). In Abbildung B) ist die
Verteilung  Renin-bildender  Zellen
nach normaler Salzzufuhr zu sehen.
Die mehrschichtige Anordnung der
Reninzellen ist charakteristisch fiir
AIdosteronsynthase'/'-Mause. Dabei
liegen  sogenannte  perivaskulare
Renin-bildende Zellen in einer Art
Manschette in mehreren Schichten um
die afferente Arteriole herum. Nach 6-
wdchiger Gabe von Niedrigsalzfutter
waren die Reninzellfelder und die
einzelnen Reninzellen stets groRer.
Auch entlang der afferenten Arteriole
fanden  sich  vermehrt  Renin-
produzierende Zellen (A). Nach 6-
wdchiger Gabe von Hochsalzfutter
waren kaum noch Renin-positive
Bereiche im praglomeruldaren Raum
und den afferenten Arteriolen zu
finden (C). aA: afferente Arteriole, eA:
efferente Arteriole, G: Glomerulus,
MafRstabsbalken: 20 um
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um die afferente Arteriole (rot) herum an. Au3erdem waren Renin-bildende Zellen entlang
der afferenten Arteriole zu finden. In Abbildung 12A ist ein Gewebeschnitt eines 6 Wochen
lang mit Niedrigsalz behandelten Tieres zu sehen. Die in griin Immunfluoreszenz-gefarbten
Reninzellfelder waren stets erheblich grol3er als die Reninzellfelder unter Normalsalzdiat
(vgl. Abbildung 12B). Wie in der immunhistochemischen Farbung in Abbildung 12C
exemplarisch zu sehen ist, fihrte eine 6 Wochen lange Fiitterung mit Hochsalzdiat zu einer
starken Abnahme Renin-positiver Bereiche im préaglomerularen Raum und innerhalb der

afferenten Arteriole.

3.1.4 Bestimmung der Flache praglomerularer Reninzellfelder

Durch die Bestimmung der Flache préaglomerularer Reninzellfelder pro Glomerulus sollte
festgestellt werden, ob und wie stark sich die Flache der Reninzellfelder in Abhangigkeit von
der Salzzufuhr veréndert. Unter Niedrigsalzdiat vergrol3erte sich die Flache der Renin-
positiven Zellfelder pro Glomerulus nach 2 Tagen von 1724 pm? (an Tag 0) auf 2707 um?®.
Dies entspricht einer Flachenzunahme um 57%. Im weiteren Zeitverlauf der Niedrigsalzdiat
blieb die durchschnittliche Flache daraufhin konstant bei 2634 pm?®. Unter Hochsalzdiat
verringerte sich die Flache der praglomeruldren Reninzellfelder pro Glomerulus stetig bis
Tag 56. An diesem Tag betrug die durchschnittliche FlachengréRe der praglomeruléren
Reninzellfelder pro Glomerulus noch 277 um?. Dies entspricht einer Verkleinerung um 84%,
ausgehend von der Zellfeldflache an Tag O der Diat (s. Abbildung 13A). Die Kontrolltiere auf
Normalsalzdiat zeigten stets eine konstante Flache von durchschnittlich 1715 pm? pro

Glomerulus (nicht gezeigt).

3.1.5 Quantitative Bestimmung des Reninproteins

Zur Quantifizierung des Reninproteins wurden Western Blots angefertigt und die Intensitat
der Reninproteinbanden an den Tagen 0, 2, 3.5, 21, 42 und 56 der Niedrig- bzw.
Hochsalzdiat bestimmt. Unter Niedrigsalzdidt kam es an Tag 3.5 zu einer signifikanten
Steigerung der Intensitdt der Reninbanden und damit der Quantitdt des Reninproteins,
verglichen mit der gemessenen Intensitéat an Tag 0 um 30%. Im weiteren Zeitverlauf der
Niedrigsalzdiat stieg die Intensitat noch weiter, aber maximal um 63%, ausgehend von der
Intensitatsmessung an Tag 0. Ein signifikanter Effekt auf die Quantitat des Reninproteins
durch Hochsalzdiat konnte an Tag 3.5 festgestellt werden. Dabei wurde eine Abnahme der
Intensitat um 42% im Vergleich zum Ausgangswert an Tag 0 beobachtet. Im weiteren Verlauf

nahm die Intensitat noch weiter ab, aber maximal um 82% (s. Abbildung 13B).
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Abbildung 13: Salzabhiangige Anderung der Flache praglomerularer Reninzellfelder (A) und der
Quantitat des Reninproteins in der Niere (B) im Zeitverlauf. Grafik A) zeigt die Veranderung der Flache
praglomerulérer Reninzellfelder nach 0, 2, 3.5, 21, 42 und 56 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat. Nach 2
bzw. 3.5 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat kam es zu einer signifikanten VergroRerung bzw.
Verkleinerung der Flache praglomerularer Reninzellfelder. Grafik B) zeigt die salzabhangige Veranderung
der Reninproteinmenge nach 0, 2, 3.5, 21, 42 und 56 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat. Die Intensitat
entspricht dabei der Quantitdt. Nach jeweils 3.5 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat kam es zu einer
signifikanten Zu- bzw. Abnahme der Reninproteinmenge. *=P<0.05 wurde als statistisch signifikant im
Vergleich zu dem entsprechenden Wert an Tag O erachtet. Die gestrichelte Linie indiziert einen Wert von
1.0. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM.
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3.2 Mit Renin koregulierte Gene in der Niere

Es sind bereits verschiedene Gene und deren Proteine bekannt, die zusammen mit Renin in
Renin-produzierenden Zellen koreguliert werden. Darunter zahlen vor allem das Gap-Junc-
tion Protein Connexin 40 (Cx40) und die Aldose-Ketose-Reduktase 1b7 (Akrlb7). Es sollte
untersucht werden, ob eine Anderung der Salzzufuhr die Cx40- bzw. Akrib7 Genexpression
beeinflusst und ob eine gesteigerte bzw. verminderte Salzaufnahme die Flache der Cx40-
positiven praglomerularen Zellfelder verandert. Auch von dem Prostaglandin Cyclooxyge-
nase-2 (COX-2) wird angenommen, dass es die Expression von Renin beeinflusst. Aus

diesem Grund wurde auch COX-2 auf eine mdgliche Salzabh&ngigkeit hin untersucht.

3.2.1 Connexin 40

Das Gap-Junction Protein Connexin 40 verbindet die juxtaglomeruldaren Zellen
untereinander, mit dem Endothel der Blutgefale und mit dem benachbarten
extraglomeruldaren Mesangium. Cx40 ist innerhalb des Glomerulus in den intraglomerularen
Mesangialzellen lokalisiert. Studien zeigten, dass die Expression von Cx40 eng mit der

Expression und Synthese von Renin verbunden ist **°.

Die Bestimmung der Cx40 mRNA Expression unter Niedrigsalzdiat ergab einen signifikanten
Anstieg um das 2.5-fache an Tag 2 der Diat verglichen mit der Cx40 mRNA Expression an
Tag 0. Die Cx40 mRNA Expression blieb daraufhin im weiteren Zeitverlauf im Durchschnitt
konstant. Unter Hochsalzdiat zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der Cx40 mRNA
Werte an Tag 3.5 um 37%. Bei langer andauernder Gabe von Hochsalzfutter kam es
maximal zu einem Ruckgang der Cx40 mRNA Expression um 51% (s. Abbildung 14A). Die
Kontrolltiere auf Normalsalzdiat zeigten stets eine konstante Cx40 mRNA Expression (nicht

gezeigt).

Die Untersuchung der Flache der praglomerularen Cx40-positiven Zellfelder unter
Niedrigsalzdiat ergab eine signifikante Flachenzunahme an Tag 2 der Didt um 34% (von
1805 pm? pro Glomerulus an Tag 0 auf 2412 um? pro Glomerulus an Tag 2 der
Niedrigsalzdiat). Maximal kam es unter Niedrigsalzdiat zu einem Anstieg der Flache
praglomerulérer Cx40-positiver Zellfelder um 58% (auf 2698 pm? pro Glomerulus). Unter
Hochsalzdiat kam es an Tag 3.5 zu einer signifikanten Verringerung der praglomerularen
Cx40-positiven Zellfelder von 1805 pm? pro Glomerulus auf 1220 um? pro Glomerulus. Dies
entspricht einer Verkleinerung um 32%. Maximal konnte unter Hochsalzdiat eine
Verkleinerung der Flache der praglomerularen Cx40-positiven Zellfelder um 55% festgestellt

werden (s. Abbildung 14B). Die Kontrolltiere auf Normalsalzdiat zeigten stets eine konstante
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Flache der praglomeruldren Cx40-positiven Zellfelder von durchschnittlich 1820 um? pro

Glomerulus (nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Salzabhangige Anderung der Cx40 mRNA Expression (A) und der Flache Cx40-
positiver praglomerulérer Zellfelder (B) im Zeitverlauf. Grafik A) zeigt die Cx40 mRNA Expression
nach 0, 2, 3.5, 21, 42 und 56 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat. Nach 2-3.5 Tagen der Niedrig-
bzw. Hochsalzdiat kam es zu einer signifikanten Zu- bzw. Abnahme der Cx40 mRNA Expression.
Grafik B) zeigt die Verdnderung der Flache praglomerularer Cx40-positiver Zellfelder nach 0, 2, 3.5,
21, 42 und 56 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat. An Tag 2 bzw. 3.5 der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat
kam es zu einer signifikanten Vergroerung bzw. Verkleinerung der Flache préaglomerularer Cx40-
positiver Zellfelder. *=P<0.05 wurde als statistisch signifikant im Vergleich zu dem entsprechenden
Wert an Tag 0 erachtet. Die gestrichelte Linie indiziert einen Wert von 1.0. Dargestellt sind Mittelwerte
+ SEM.
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Abbildung 15: Immunfluoreszenzfarbung fur und Cx40 unter: A-B Niedrigsalzdiat (6
Wochen), C-D Normalsalzdiat und E-F Hochsalzdiat (6 Wochen). A, C, E: Cx40-Farbung alleine. In

Abbildung C) ist die Verteilung Cx40-positiver Zellen nach normaler Salzzufuhr zu sehen. Die Cx40-

positiv geférbten Bereiche deckten sich vollstdndig mit der Renin-Immunfluoreszenzfarbung (D). Nach 6-
wochiger Gabe von Niedrigsalzfutter waren die Cx40-Zellfelder (A bzw. B rot), entsprechend wie die
Reninfelder (B, griin), stets gréRer, verglichen mit den Feldern unter Normalsalzdiat. Nach 6-wdchiger
Gabe von Hochsalzfutter waren kaum noch Cx40-positive Bereiche im préaglomeruldren Raum zu finden
(E+F). G: Glomerulus, Maf3stabsbalken: 50 um
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Zur Darstellung der Kolokalisation des Cx40-Proteins mit Renin sind in Abbildung 15
immunhistochemisch gefarbte Nierengewebsschnitte zu sehen. In Abbildung 15C ist der
Nierengewebsschnitt eines Tieres dargestellt, das eine normale Salzdiat erhalten hatte, um
die normale Lokalisation Cx40-produzierender Zellen in Aldosteronsynthase-defizienten
Mausen darzustellen. Die Cx40-positiven Zellen ordneten sich im praglomerularen Raum in
einer Art Manschette in mehreren Schichten um die afferente Arteriole herum an. Im
Vergleich dazu ist in Abbildung 15A ein Gewebeschnitt eines 6 Wochen lang mit Niedrigsalz
behandelten Tieres zu sehen. Die praglomeruléren Cx40-positiven Zellfelder waren stets
erheblich groRer als die Cx40-positiven Zellfelder unter Normalsalzdiat (vgl. Abbildung 15C).
Die immunhistochemische Farbung eines 6 Wochen lang mit Hochsalz behandelten Tieres
(s. Abbildung 15E) =zeigte einen starken Rickgang Cx40-positiver Bereiche im
praglomerularen Raum. Unter allen Salzdidten war stets eine starke Kolokalisation zwischen
Renin-produzierenden und Cx40-produzierenden Zellen erkennbar (s. Abbildung 15B, D, F).
Obgleich die Cx40-Immunoreaktivitat unter Hochsalzdiat deutlich zurtickging, konnten an
vielen Glomeruli Bereiche gefunden werden, die positiv fir Cx40 farbten, nicht aber fir Renin
(s. Abbildung 16).

Abbildung 16: Immunfluoreszenzfarbung fur , Cx40 und a-SMA nach 6-wdchiger
Hochsalzdiat. Nach 6-wochiger Gabe von Hochsalzfutter waren Cx40-positive Bereiche im
praglomerularen Raum zu finden, die nicht positiv fir Renin farbten. Pfeile weisen auf Cx40-positive
Felder hin, die nicht positiv fir Renin waren. G: Glomerulus, aA: afferente Arteriole, eA: efferente

Arteriole, Maf3stabsbalken: 50 um
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3.2.2 Aldose-Ketose-Reduktase 1b7

Es konnte kurzlich gezeigt werden, dass die Aldose-Ketose-Reduktase 1b7 in der Niere
ausschlie3lich in juxtaglomerularen Zellen exprimiert wird und somit als Marker fir Renin-
produzierende Zellen verwendet werden kann. Aus diesem Grund sollte die
Salzabhangigkeit der Akrlb7 mRNA Expression und Produktion untersucht werden, um zu
ermitteln, ob diese &hnlich salzabhéangig reguliert werden, wie die Renin-Expression und
Produktion.

Die Bestimmung der Akrlb7 mRNA Expression ergab einen signifikanten Anstieg der mRNA
Werte an Tag 2 der Niedrigsalzdiat. Verglichen mit der Akrlb7 mRNA Expression an Tag 0
der Diat, kam es an Tag 2 zu einer Verdoppelung der mRNA Werte. Die Akrlb7 mRNA

Expression blieb im weiteren Zeitverlauf im Durchschnitt innerhalb der Streuung konstant.

Akr1b7 mRNA Abundanz
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Abbildung 17: Salzabhangige Anderung der Akrlb7 mRNA Expression im Zeitverlauf. Bestimmung
der Akrlb7 mRNA Expression nach 0, 2, 3.5, 21, 42 und 56 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat.
Jeweils an Tag 2 der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat war eine signifikante Erhdhung bzw. eine Erniedrigung
der Akrlb7 mRNA Expression erkennbar. *=P<0.05 wurde als statistisch signifikant im Vergleich zur
Akrlb7 mRNA Expression an Tag O erachtet. Die gestrichelte Linie indiziert einen Wert von 1.0.
Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.

Unter Hochsalzdiat zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der Akrlb7 mRNA Werte ab
Tag 2 um 69%. Bei langer andauernder Gabe von Hochsalzfutter kam es maximal zu einem
Ruckgang der Akrlb7 mRNA Expression um 84% (s. Abbildung 17).

Zur Darstellung der Kolokalisation des Akrlb7-Proteins mit Renin sind in Abbildung 18
immunhistochemisch gefarbte Nierengewebsschnitte von adulten Aldosteronsynthase-

defizienten Tieren zu sehen. In den Abbildungen 18C+D ist der Nierengewebsschnitt eines



3. Ergebnisse

Tieres zu sehen, das eine normale Salzdiat erhalten hatte, um die urspriingliche Lokalisation

Abbildung 18: Immunfluoreszenzfarbung fur und Akrlb7 unter: A-B Niedrigsalzdiat (6
Wochen), C-D Normalsalzdiat und E-F Hochsalzdiat (6 Wochen). A, C, E: Akrlb7-Féarbung alleine. In
Abbildung C) ist die Verteilung Akrlb7-positiver Zellen nach normaler Salzzufuhr zu sehen. Die Akrlb7-
positiven Zellen kolokalisierten hauptsachlich mit den vaskuldren Reninzellen (D). Die perivaskularen

Reninzellen wiesen nur zum Teil eine Akrlb7-Farbung auf, die an manchen Stellen etwas schwécher
war (s. Pfeile) (C+D). Nach 6-wochiger Gabe von Niedrigsalzfutter waren die Akrlb7-Zellfelder (A bzw.
B, rot), entsprechend wie die Reninfelder (B, grun), stets groRer, verglichen mit den praglomerularen
Akrlb7-Zellfeldern unter Normalsalzdiat. Die perivaskuldren Reninzellen wiesen zum gré3ten Teil eine
Akrlb7-Farbung auf. Nach 6-wochiger Gabe von Hochsalzfutter waren kaum noch Akrlb7-positive
Bereiche in den vaskularen und perivaskularen Reninzellen bzw. allgemein im praglomerularen Raum zu
finden (E+F). aA: afferente Arteriole, G: Glomerulus, Maf3stabsbalken: 20 um
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Akrlb7-produzierender Zellen in Aldosteronsynthase-defizienten Mausen darzustellen. Die
Akrlb7-positiven Zellen waren vor allem in den vaskuldren Reninzellen zu finden. Dort war
stets eine starke Farbung zu sehen. Innerhalb der perivaskularen Reninzellfelder war die
Farbung teilweise etwas schwacher ausgepragt. Im Vergleich dazu ist in den Abbildungen
18A+B ein Gewebeschnitt eines 6 Wochen lang mit Niedrigsalz behandelten Tieres zu
sehen. Die Akrlb7-Farbung zeigte sich groRflachiger im Vergleich zu der Farbung unter
Normalsalzdiat. Die perivaskuldren Reninzellfelder wiesen zum grof3ten Teil Akrlb7-Farbung
auf. Die immunhistochemische Farbung eines 6 Wochen lang mit Hochsalz behandelten
Tieres (s. Abbildung 18E+F) zeigte nur noch sehr wenige Akrlb7-positive Bereiche. Diese

beschrénkten sich ausschliefZlich auf Renin-positive vaskulare Zellen.

3.2.3 Cyclooxygenase-2

Es ist bereits bekannt, dass Cyclooxygenase-2 in der Macula Densa und in angrenzenden
kortikalen Teilen des dicken aufsteigenden Astes der Henleschleife (TALH), sowie in
interstitiellen Zellen der Medulla exprimiert wird. COX-2 soll bei der Regulation der Renin-
Produktion beteiligt sein *°. Es sollte die Salzabhéngigkeit der COX-2 mRNA Expression
und Produktion untersucht werden, um zu ermitteln, ob diese &hnlich salzabh&ngig reguliert

werden, wie die Renin-Expression und Produktion.

Die Bestimmung der COX-2 mRNA Expression der gesamten Niere ergab einen
signifikanten Anstieg der mMRNA Werte nach 3-wdchiger Niedrigsalzdiat um einen Faktor von
8.5. Nach 3-wochiger Hochsalzdiat zeigte sich ein Rickgang der COX-2 mRNA Werte um
etwa 25% (s. Abbildung 19A).

Die Untersuchung der Flache der kortikalen COX-2-positiven Zellfelder unter Niedrigsalzdiat
ergab einen Anstieg der Flachengrof3e um 23% an Tag 3.5 der Diat. Dabei vergrdl3erte sich
die durchschnittliche Flache von 186 pm? pro Glomerulus an Tag 0 der Diét, nach 3.5 Tagen
auf 228 pum? pro Glomerulus an. Im weiteren Zeitverlauf vergroRerte sich die Flache der
kortikalen COX-2 Zellfelder maximal auf 807 um? pro Glomerulus. Unter Hochsalzdiéat kam
es zu einer signifikanten Verringerung der Flache der kortikalen COX-2-positiven Zellfelder
um 57% nach 2 Tagen, im Vergleich zum Ausgangswert an Tag O der Diat. Im weiteren
Zeitverlauf blieb die Flache der COX-2-positiven Zellfelder konstant bei durchschnittlich 85
um? pro Glomerulus (s. Abbildung 19B). Die Kontrolltiere auf Normalsalzdiat zeigten stets
eine konstante Flache der kortikalen COX-2-positiven Zellfelder von durchschnittlich 190 pm?

pro Glomerulus (nicht gezeigt).
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Abbildung 19: Salzabhangige Anderung der COX-2 mRNA Expression unter Hoch-, Normal-,
und Niedrigsalzdiat (A) und der Flache COX-2-positiver kortikaler Zellfelder im Zeitverlauf (B).
Grafik A) zeigt die COX-2 mRNA Expression nach 21 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat und unter
Normalsalzdiat in Aldosteronsynthase"’-Mausen. Die COX-2 mRNA Expression der gesamten Niere
ergab einen signifikanten Anstieg der mRNA Werte nach 3-wdchiger Niedrigsalzdiat um einen Faktor
von 8.5. Nach 3-wdchiger Hochsalzdiat zeigte sich ein Rickgang der COX-2 mRNA Expression um
25%. Grafik B) zeigt die Veréanderung der Flache kortikaler COX-2-positiver Zellfelder nach 0, 2, 3.5,
21, 42 und 56 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat. Zwischen 2 und 3.5 Tagen der Niedrig- bzw.
Hochsalzdiat kam es zu einer signifikanten VergroRerung bzw. Verkleinerung der Flache kortikaler
COX-2-positiver Zellfelder. *=P<0.05 wurde als statistisch signifikant im Vergleich zu dem

entsprechenden Wert an Tag O erachtet. Die gestrichelte Linie indiziert einen Wert von 1.0. Dargestellt
sind Mittelwerte + SEM.
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Abbildung 20: Immunfluoreszenzfarbung fir und COX-2 unter A-B Niedrigsalzdiat (6
Wochen), C-D Normalsalzdiat und E-F Hochsalzdiat (6 Wochen). A, C, E: COX-2-Farbung alleine. In

Abbildung C) ist die Verteilung COX-2-positiver Zellen nach normaler Salzzufuhr zu sehen. Die COX-2-
positiven Zellen waren ausschliellich innerhalb der Macula Densa in unmittelbarer Nahe zu den
Glomeruli lokalisiert. Insgesamt fand sich bei 60% der Glomeruli eine COX-2-positive Farbung im
Bereich der Macula Densa. Nach 6-wdchiger Gabe von Niedrigsalzfutter waren die COX-2-Zellfelder (A),
stets grofer und intensiver gefarbt, verglichen mit den COX-2-positiven Zellfeldern unter Normalsalzdiat.
AuRerdem waren hier auch COX-2-positive Zellen in den Zellen des TALH zu finden. Nach 6-wdchiger
Gabe von Hochsalzfutter waren kaum noch COX-2-positive Bereiche im kortikalen Bereich der Niere zu
finden (E+F). Nur noch 32% aller Glomeruli wiesen COX-2 positive Bereiche innerhalb der Macula

Densa auf. aA: afferente Arteriole, G: Glomerulus, Maf3stabsbalken: 50 um
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Zur Darstellung der Kolokalisation des COX-2-Proteins mit Renin sind in Abbildung 20
immunhistochemisch gefarbte Nierengewebsschnitte von adulten Aldosteronsynthase-
defizienten Tieren zu sehen. In den Abbildungen 20C+D ist der Nierengewebsschnitt eines
Tieres zu sehen, das normale Salzdiat erhalten hatte, um die urspriingliche Lokalisation
COX-2-produzierender Zellen in Aldosteronsynthase-defizienten Mausen darzustellen. Die
COX-2-positiven Zellen waren ausschliellich innerhalb der Macula Densa in unmittelbarer
Nahe zu den Glomeruli lokalisiert. Insgesamt fand sich bei 60% der Glomeruli eine COX-2
positive Farbung im Bereich der Macula Densa. Im Vergleich dazu ist in Abbildung 20A+B
ein Gewebeschnitt eines 6 Wochen lang mit Niedrigsalz behandelten Tieres zu sehen. Die
COX-2 positiven Felder waren stets etwas groRer und intensiver gefarbt als die COX-2-
positiven Zellfelder unter Normalsalzdiat (vgl. Abbildung 20C+D). Auch unter Niedrigsalzdiat
wiesen etwa 60% aller Glomeruli eine COX-2 positive Farbung innerhalb der Macula Densa
auf. Allerdings fanden sich auch COX-2 positive Zellen innerhalb des dicken aufsteigenden
Astes der Henleschleife. Die immunhistochemische Farbung eines 6 Wochen lang mit
Hochsalz behandelten Tieres (s. Abbildung 20E+F) zeigte nur noch wenige COX-2 positive
Bereiche innerhalb des Kortex. Zudem konnte festgestellt werden, dass lediglich noch 32%
aller Glomeruli, COX-2 positive Bereiche innerhalb der Macula Densa aufwiesen.

3.3 Stimulierbarkeit der mRNA-Expression und der Reninsekretion
nach langerer Zeit der salzbedingten Suppression

3.3.1 Reinduzierbarkeit der Renin-, Cx40- und Akrlb7-Genexpression

Um zu Uberprifen, ob nach einer langeren Periode der salzbedingten Suppression die
MRNA Expression von Renin und mit Renin koregulierten Genen (Cx40 und Akrlb7) wieder
induziert werden kann, wurde Aldosteronsynthase-defizienten Mausen eine Diat bestehend
aus einer 3-wochigen Hochsalzdiat gefolgt von einer 3-wdchigen Niedrigsalzdiat gefittert.
Zum Vergleich wurden Aldosteronsynthase-defiziente Mé&use (Aldo”) verwendet, die
entweder normale, 3 Wochen Ilang erniedrigte oder 3 Wochen lang erhdhte
Salzkonzentrationen zu sich nahmen. AuRerdem wurden zum Vergleich Aldosteronsynthase
Wildtyp-Tiere (Aldo™) unter Normalsalzdiat untersucht. In Abbildung 21A ist die Renin
MRNA Expression in einem Balkendiagramm dargestellt. Die basale Renin mRNA

++

Expression liegt unter Normalsalzdiat in Aldo™- Tieren im Vergleich zu Aldo**-Tieren um das
20-fache héher. Bei den Aldo”-Tieren konnte nach 3-wéchiger Niedrigsalzdiat im Vergleich
zu der mRNA Expression unter Normalsalzdiat ein Anstieg der Renin mRNA Expression um

325% beobachtet werden. Nach 3-wéchiger Gabe von Hochsalzfutter wurde eine Abnahme
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der mRNA Expression von uber 90% festgestellt. Wie der Balken rechts in Abbildung 21A
zeigt, erfolgte selbst nach einer 3-wéchigen Suppression, eine vollstdndige Reinduktion der
Renin mRNA Expression durch anschlielende 3-wdchige Stimulation mit Niedrigsalzfutter.
Dies geschah sogar im selben Umfang, wie bei einer 3-wdchigen Niedrigsalzstimulation
alleine. Auch hier kam es zu einem signifikanten Anstieg der Renin mRNA Expression um

ca. 325% im Vergleich zu der Renin mRNA Expression unter Normalsalzdiat.

In Abbildung 21B ist die Cx40 mRNA Expression dargestellt. Die basale Cx40 mRNA

++

Expression ist unter Normalsalzdiét in Aldo”- Tieren im Vergleich zu Aldo**-Tieren um das
4-fache erhoht. Bei den Aldo”-Tieren kam es nach 3-wéchiger Niedrigsalzdiat im Vergleich
zu der mRNA Expression unter Normalsalzdiat zu einer Verdoppelung der Cx40 mRNA
Werte. Nach 3-wdchiger Gabe von Hochsalzfutter wurde hingegen eine Halbierung der Cx40
MRNA Expression festgestellt. Wie der Balken rechts in Abbildung 21B zeigt, erfolgte selbst
nach einer 3-wochigen Suppression eine fast vollstandige Reinduktion der Cx40 mRNA
Expression durch anschlieBende 3-wdchige Stimulation mit Niedrigsalzfutter. Es kam zu
einem signifikanten Anstieg der Cx40 mRNA Expression um ca. 80% im Vergleich zu der

Cx40 mRNA Expression unter Normalsalzdiat.

In Abbildung 21C ist die Akrlb7 mRNA Expression dargestellt. Die basale Akrlb7 mRNA

++

Expression liegt unter Normalsalzdiat in Aldo™- Tieren im Vergleich zu Aldo**-Tieren um das
20-fache héher. Bei den Aldo”-Tieren konnte nach 3-wéchiger Niedrigsalzdiat im Vergleich
zu der mRNA Expression unter Normalsalzdiat ein signifikanter Anstieg der Akrlb7 mRNA
Expression um 380% beobachtet werden. Nach 3-wdchiger Gabe von Hochsalzfutter wurde
eine Abnahme der mRNA Expression um ca. 80% festgestellt. Wie der Balken rechts in
Abbildung 21C zeigt, erfolgte selbst nach einer 3-wdchigen Suppression eine vollstandige
Reinduktion der Akrlb7 mRNA Expression durch anschlieRende 3-wochige Stimulation mit
Niedrigsalzfutter. Auch hier kam es zu einem signifikanten Anstieg der Akrlb7 mRNA
Expression um ca. 320% im Vergleich zu der Akrlb7 mRNA Expression unter

Normalsalzdiat.

3.3.2 Reinduzierbarkeit der Reninsekretion

Wie fur die Renin mRNA Expression sollte auch fiur die Reninsekretion untersucht werden,
ob nach langerer Zeit der salzbedingten Suppression die Reninsekretion wieder in gleichem

Male reinduziert werden kann.

In Abbildung 22A ist die Plasma-Renin-Konzentration nach unterschiedlichen Salzdiaten

dargestellt. Die basale Plasma-Renin-Konzentration liegt unter Normalsalzdiat in Aldo™-
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Abbildung 22: A) Untersuchung der Plasma-Renin-Konzentration von Aldo™ -Mausen unter
Normalsalzdiat und Aldo” -Mausen unter Normal-, 3-woéchiger Niedrig- oder Hochsalzdiat und einer
Diat bestehend aus 3 Wochen Hochsalzdiat und anschlielender 3-wochiger Niedrigsalzdiat. *=P<0.05
wurde als statistisch signifikant im Vergleich zu der Plasma-Renin-Konzentration der Aldo™ -Tiere unter
Normalsalzdiat erachtet. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. B) Untersuchung der Reninsekretionsrate an
der isoliert-perfundierten Niere von Aldo” -Mausen unter Normalsalz-, sowie 2- und 4-wdchiger
Hochsalzdiat. Sowohl die Plasma-Renin-Konzentration als auch die Reninsekretionsrate liel? sich nach

langerer Zeit der salzbedingten Suppression wieder vollstandig stimulieren.

+/+

Tieren im Vergleich zu Aldo

-Tieren um das 20-fache hoher. Bei den Aldo”-Tieren kam es

nach 3-wochiger Niedrigsalzdiat im Vergleich zu der Plasma-Renin-Konzentration unter

Normalsalzdiat zu einem Anstieg der Plasma-Renin-Konzentration um etwa 350%. Nach 3-
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wochiger Gabe von Hochsalzfutter konnte eine Abnahme der Plasma-Renin-Konzentration
von uber 90% festgestellt werden. Wie der Balken rechts in Abbildung 22A zeigt, erfolgte
selbst nach einer 3-woéchigen Suppression eine fast vollstdndige Reinduktion der Plasma-
Renin-Konzentration durch anschlieende 3-wdchige Stimulation mit Niedrigsalzfutter. Hier
kam es zu einem signifikanten Anstieg der Plasma-Renin-Konzentration um ca. 300% im

Vergleich zu der Plasma-Renin-Konzentration unter Normalsalzdiéat.

Die Reninsekretionsrate wurde unter Verwendung der Methode der isoliert-perfundierten
Niere (IPN) ermittelt. Am IPN-Modell konnte durch Applikation verschiedener Wirkstoffe und
Stimuli die Reinduzierbarkeit der Reninsekretion in vivo tUberprift werden. Das sympathische
Nervensystem ist als wichtiger Regulator der Reninsekretion bekannt. Durch Bindung von
Katecholaminen an B;-adrenerge Rezeptoren wird in juxtaglomeruldren Zellen die Aktivitat
der Adenylatzyklase gesteigert. Dies fuhrt zu einem Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration, welche die Synthese und Sekretion von Renin stimuliert ***. Durch Zugabe
des [B-Adrenorezeptor-Liganden Isoproterenol zum Perfusat wird demnach die
Reninsekretion durch Aktivierung (;-adrenerger Rezeptoren stimuliert. Die Bindung von
Angiotensin 1l an AT;-Rezeptoren der juxtaglomeruldren Zellen fihrt hingegen zu einer
Hemmung der Reninsynthese und -sekretion **°. Dies geschieht {iber die Aktivierung der
Phospholipase C, was wiederum die intrazelluldre Kalziumkonzentration erhéht **. Die
Zugabe von Angiotensin Il in ansteigender Konzentration nach vorheriger Stimulierung mit
Isoproterenol (10 nmol/l) fihrt daher zu einer Inhibierung der Reninsekretion. Ein weiterer
Regulator der Reninsekretion ist die intrazellulare Kalziumkonzentration. Wahrend in
anderen Zellen eine Erhohung der Kalziumkonzentration einen stimulierenden Effekt auf die
Sekretion hat, bewirkt dies in Renin-bildenden Zellen eine Hemmung der Reninfreisetzung
8.217 Eine Erniedrigung des extrazellularen Kalziums durch Zugabe von EGTA (3,1 mmol/l)

zum Perfusat fiihrt zu einem deutlichen Anstieg der Reninsekretion 391112,

Um die Reinduzierbarkeit der Reninsekretion via IPN-Methode zu untersuchen, wurden hier
Aldosteronsynthase-defiziente Mause verwendet, die entweder normale Salzdiat erhalten
hatten oder 2 bzw. 4 Wochen lang mit Hochsalzdiat gefittert wurden. Unter basalen
Bedingungen (10 nM Isoproterenol) war die Reninsekretionsrate nach Normalsalzdiat um
das 8-fache hoher als bei den beiden Tieren die zuvor eine Hochsalzdiat erhalten hatten. Es
ergab sich kein Unterschied beziglich der Reninsekretionsrate zwischen den beiden mit
Hochsalz behandelten Tieren. Bei der darauffolgenden stufenweisen Erhéhung der
Angiotensin llI-Konzentration (30, 300 und 1000 pM) in der Perfusionslésung konnte bei allen
Tieren eine entsprechend stufenweise Erniedrigung der Reninsekretionsrate festgestellt
werden, wobei die Reninsekretionsrate des mit Normalsalz behandelten Tieres immer um

etwa einen Faktor von 10 hoher lag, als bei den beiden mit Hochsalz behandelten Tieren.
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Am Ende der Untersuchung wurde 3.1 mM EGTA dem Perfusat hinzugefigt. Die
Reninsekretionsrate des mit Normalsalzdiat behandelten Tieres erreichte innerhalb weniger
Minuten die gleiche Sekretionsrate, wie unter basalen Bedingungen am Anfang. Die
Reninsekretionsrate des 2 Wochen lang mit Hochsalz behandelten Tieres stieg nach Zugabe
von EGTA sogar Uber seinen Basalwert hinaus und erreichte annahernd die gleiche
Reninsekretionsrate wie das mit Normalsalzdiat behandelte Tier unter EGTA-Einfluss. Das
gleiche konnte fur das 4 Wochen lang mit Hochsalz behandelte Tier beobachtet werden.
Auch hier wurde unter Einfluss von EGTA eine hohere Reninsekretionsrate als bei der

Ausgangssituation erreicht (s. Abbildung 22B).

3.4 Die Rolle von Zellproliferation und Apoptose bei der salzindu-

zierten Anderung der Reninexpression

Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war, ob die Salzabhangigkeit der Reninexpression
und -sekretion auf bereits vorhandene Reninvorlauferzellen (Reninzellanlagen)
zuriickzufuhren ist, oder ob diese zusatzlichen Reninzellen durch Proliferation bereits
vorhandener Reninzellen neu entstehen bzw. durch Apoptose wieder verschwinden kénnen.
Diese Frage sollte in Aldosteronsynthase-defizienten Mausen untersucht werden, in welchen
alle Zellen, deren Vorlaufer je Renin exprimiert hatten mit einem Fluoreszenzmarker (GFP
oder R26R-Confetti) gekennzeichnet waren. Dadurch konnten also Zellen, die der
Reninzelllinie angehdéren, markiert werden. In Ubereinstimmung mit friiheren Befunden
zeigte sich, dass neben juxtaglomerularen Zellen und glatten Muskelzellen zum Teil auch
tubulare Strukturen, wie etwa das Sammelrohrsystem oder Teile des dicken aufsteigenden
Astes der Henleschleife aber auch Mesangialzellen und interstitielle Zellen

Fluoreszenzfarbung aufwiesen.

3.4.1 Die Reninzelllinie

3.4.1.1 Grun-fluoreszierendes Protein (GFP)

In der fiir diese Arbeit verwendeten Mauslinie (Aldosteronsynthase” x Ren1d-Cre x mT/mG)
exprimierten alle Zellen, die der Reninzelllinie angehorten, das Markerprotein GFP. mT/mG
ist ein doppelt-fluoreszenter Reporter, wodurch GFP ausschliel3lich bei Anwesenheit der
Cre-Rekombinase exprimiert wird. Da die Cre-Rekombinase in dieser Mauslinie unter der
Kontrolle des endogenen Renld-Promotors stand, wurde demnach immer dann GFP

gebildet, wenn der Reninpromotor wahrend der Entwicklung aktiv war (vgl. Abbildung 8,
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Kapitel 2.2.1). Daher waren im adulten Tier alle Renin-produzierenden Zellen auch zugleich
GFP positiv (s. Abbildung 23A-C).

Abbildung 23: A) Immunfluoreszenzfarbung fir und Renin unter Normalsalzdiat. B) GFP-

Fluoreszenz alleine. C) Renin-Fluoreszenz alleine. Es wurden Aldosteronsynthase-defiziente Mause
untersucht, in welchen alle Zellen, deren Vorldufer je Renin exprimiert hatten, mit einem
Fluoreszenzmarker gekennzeichnet waren. Die Reninzelllinie lie sich demnach in diesem Mausmodell
anhand der GFP-Expression erkennen. Neben den meisten juxtaglomerularen Zellen und glatten
Muskelzellen zeigten zum Teil auch tubulére Strukturen, wie etwa das Sammelrohrsystem oder Teile des
dicken aufsteigenden Astes der Henleschleife aber auch Mesangialzellen und interstitielle Zellen GFP

Farbung. aA: afferente Arteriole, G: Glomerulus, Maf3stabsbalken: 20 um

Die Untersuchung der GFP mRNA Expression der gesamten Niere ergab einen signifikanten
Anstieg bereits an Tag 2 der Niedrigsalzdiat. Dabei stieg die mRNA Expression auf das 3-
fache des Ausgangswertes an Tag 0. Im weiteren Zeitverlauf blieb die GFP mRNA
Expression konstant. Im Gegensatz dazu hatte die Hochsalzdiat keine starke Auswirkung auf

die GFP mRNA Expression, da es hier zu keinem Messzeitpunkt einen signifikanten



3. Ergebnisse

Unterschied im Vergleich zu dem Ausgangswert an Tag 0 gab. Es gab aber eine Tendenz
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Abbildung 24: Salzabh&angige Anderung der GFP mRNA Expression (A) und der Flache GFP-
positiver praglomerularer Zellfelder (B) im Zeitverlauf. Grafik A) zeigt die GFP mRNA Expression nach
0, 2, 3.5, 21, 42 und 56 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat. Nach 2 Tagen der Niedrigsalzdiat konnte
eine signifikante Zunahme der GFP mRNA Expression beobachtet werden. Unter Hochsalzdiat war eine
leichte Tendenz zur Abnahme der GFP-mRNA Expression zu erkennen. Grafik B) zeigt die Veranderung
der Flache préglomerularer GFP-Zellfelder nach 0, 2, 3.5, 21, 42 und 56 Tagen der Niedrig- bzw.
Hochsalzdiat. Nach 2 Tagen der Niedrig- bzw. Hochsalzdiat wurde eine signifikante VergroRerung bzw.
Verkleinerung der Flache praglomerularer GFP-Zellfelder festgestellt. *=P<0.05 wurde als statistisch
signifikant im Vergleich zu dem entsprechenden Wert an Tag O erachtet. Die gestrichelte Linie indiziert

einen Wert von 1.0. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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zur Abnahme der mRNA Werte (s. Abbildung 24A). Die Kontrolltiere auf Normalsalzdiat

zeigten stets eine konstante GFP mRNA Abundanz (nicht gezeigt).

Die Bestimmung der Flache der praglomerularen GFP-positiven Zellfelder unter Niedrigsalz-
diat ergab eine signifikante Flachenzunahme von 2086 pm? auf 2867 um? pro Glomerulus an
Tag 2 der Diat. Dies entspricht einer Flachenzunahme um 37%. Maximal kam es unter
Niedrigsalzdiat zu einer FlachenvergroRerung um 46%. Unter Hochsalzdiat konnte eine
stetige Verringerung der praglomeruldaren GFP-positiven Zellfelder Gber den gesamten
untersuchten Zeitraum beobachtet werden. Maximal kam es unter Hochsalzdiat zu einer
Verkleinerung der Flache der praglomeruldren GFP-positiven Zellfelder von 2086 pm? pro
Glomerulus auf 735 pm? pro Glomerulus (s. Abbildung 24B). Dies entspricht einem
Ruckgang um 65%. Die Kontrolltiere auf Normalsalzdiat zeigten stets eine konstante Flache
der praglomerularen GFP-positiven Zellfelder von durchschnittlich 2044 pm? pro Glomerulus

(nicht gezeigt).

Die Kolokalisation des GFP-Proteins mit Renin bei unterschiedlichen Aktivitatszustanden des
RAAS ist in Abbildung 25 dargestellt. In Abbildung 25C+D ist jeweils der
Nierengewebsschnitt eines Tieres zu sehen, das Normalsalzdiat erhalten hatte, um die
normale Lokalisation GFP-produzierender Zellen in Aldosteronsynthase” x Renld-Cre x
mT/mG Mausen darzustellen. Die GFP-positiven Zellen ordneten sich im praglomerularen
Raum in einer Art Manschette in mehreren Schichten um die afferente Arteriole herum an.
AulRerdem waren sie entlang der afferenten Arteriole zu finden. Im Vergleich dazu ist in
Abbildung 25A+B ein Gewebeschnitt eines 6 Wochen lang mit Niedrigsalz behandelten
Tieres zu sehen. Die praglomeruldren GFP-positiven Felder waren stets erheblich groR3er als
die GFP-positiven Felder unter Normalsalzdiat. AuRerdem waren die Zellen an sich gréRer
und dicker (vgl. Abbildung 25C+D). Die immunhistochemische Farbung eines 6 Wochen lang
mit Hochsalz behandelten Tieres (s. Abbildung 25E) zeigte hingegen nur noch wenige GFP-
positive Bereiche im praglomeruldaren Raum. Die Zellen waren kleiner und schmaler, als die
Zellen der praglomeruldaren GFP-positiven Zellfelder unter Niedrig- bzw. Normalsalzdiat.
Obwohl die GFP-Immunoreaktivitat unter Hochsalzdidt zurtckging, konnte an vielen
Glomeruli Bereiche gefunden werden, die positiv fir GFP farbten, nicht aber fir Renin (s.
Abbildung 26). Durch die DAPI-Farbung ist eindeutig zu erkennen, dass in diesem GFP-
positiven Bereich sehr viele, dicht aneinander liegende Zellkerne vorhanden sind.
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Abbildung 25: Immunfluoreszenzfarbung fir und Renin unter A+B Niedrigsalzdiat (6
Wochen), C+D Normalsalzdiat und E+F Hochsalzdiat (6 Wochen). A, C, E: GFP-Farbung alleine. Die

GFP-positiven Zellen ordneten sich, &ahnlich wie Renin, im praglomeruldren Raum in einer Art
Manschette in mehreren Schichten um die afferente Arteriole herum an. AuRerdem waren sie entlang
der afferenten Arteriole selbst zu finden (C+D). Die praglomerularen GFP-Felder waren unter
Niedrigsalzdiat stets erheblich gro3er als die GFP-Felder unter Normalsalzdiat. AuRerdem schienen die
einzelnen Zellen an sich gréRer und dicker zu sein (A+B). Unter Hochsalzdiat waren nur noch wenige
GFP-positive Bereiche im praglomeruldaren Raum. Die Zellen schienen zudem auch kleiner und schmaler
zu sein als die Zellen der praglomerularen Zellfelder unter Niedrig- bzw. Normalsalzdiat (E+F). aA:

afferente Arteriole, G: Glomerulus, MafRstabsbalken: 20 um
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Abbildung 26: Immunfluoreszenzfarbung fur , Renin und DAPI nach 6 Wochen Hochsalzdiat.
Die GFP-positiven Zellen ordneten sich, &hnlich wie Renin, im praglomerularen Raum in einer Art
Manschette in mehreren Schichten um die afferente Arteriole herum an. AuRerdem waren sie entlang
der afferenten Arteriole selbst zu finden. Nach 6-wdchiger Gabe von Hochsalzfutter waren GFP-positive
Bereiche im praglomerularen Raum zu finden, die nicht positiv fiir Renin farbten. Pfeile weisen auf GFP-
positive Felder hin, die nicht positiv fir Renin sind. G: Glomerulus, aA: afferente Arteriole,
MaRstabsbalken: 20 um

3.4.1.2 R26R-Confetti

Bei der zweiten verwendete Mauslinie (Aldosteronsynthase™ x Renld-Cre x R26R-Confetti)
exprimierten alle Zellen, die der Reninzelllinie angehérten, die Markerproteine GFP (nuklear),
CFP (membranstandig), YFP (zytosolisch) oder RFP (zytosolisch). R26R-Confetti ist ein
stochastischer mehrfarbiger Reporter, wodurch eines von vier fluoreszierenden Proteinen
ausschlie3lich bei Anwesenheit der Cre-Rekombinase exprimiert wird. Da die Cre-
Rekombinase in dieser Mauslinie unter der Kontrolle des endogenen Renld-Promotors
stand, wurde demnach immer dann zufallig ein fluoreszierendes Protein gebildet, wenn der
Reninpromotor wahrend der Entwicklung aktiv war (vgl. Abbildung 9, Kapitel 2.2.1).
Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Aldosteronsynthase” x Renld-Cre x R26R-Confetti

Mausen zeigte, dass sich die Confetti-positiven Zellen, ahnlich wie bei der Renin- und GFP-
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Abbildung 27: Konfokalmikroskopi-
sche Aufnahmen von Aldosteron-
synthase"’ x Renld-Cre x R26R-
Confetti Mausen unter A) Niedrig-
salzdiat 2 Wochen), B)
Normalsalzdiat und C) Hochsalzdiat
(2 Wochen). Die Confetti-positiven
Zellen ordneten sich, &hnlich wie bei der
Renin- und GFP-Farbung in Aldosteron-
synthase"' x Renld-Cre x mT/mG
Tieren, im praglomerularen Raum in
einer Art Manschette in mehreren
Schichten um die afferente Arteriole
herum an. AuRerdem waren sie entlang
der afferenten Arteriole selbst zu finden
(A-C). Die praglomerularen Confetti-
positiven Felder waren unter
Niedrigsalzdiat stets erheblich gréRer
als die Confetti-positiven Felder unter
Normalsalzdiat. AufRerdem erschienen
die einzelnen Zellen an sich gréRer und
dicker zu sein (A). Unter Hochsalzdiat
waren nur noch wenige Confetti-positive
Bereiche im praglomerularen Raum. Die

Zellen erschienen zudem kleiner und

schmaler zu sein als die Zellen der
praglomerularen Zellfelder unter
Niedrig- bzw. Normalsalzdiat (C).
Generell waren stets alle Farben (RFP,
YFP und M-CFP) innerhalb der
praglomerularen Zellfelder zu finden,
egal welche Salzdiat die Tiere erhalten
hatten. Nukledres GFP war nur sehr
selten zu sehen. aA: afferente Arteriole,
G: Glomerulus, MafRstabsbalken: 20 um

Farbung in Aldosteronsynthase™ x Ren1d-Cre x mT/mG Tieren, im praglomeruléren Raum in
einer Art Manschette in mehreren Schichten um die afferente Arteriole herum anordneten.
AulRerdem waren sie entlang der afferenten Arteriole selbst zu finden (s. Abbildung 27A-C).

Die praglomerularen Confetti-positiven Felder waren unter Niedrigsalzdiat stets erheblich
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groBer als die Confetti-positiven Felder unter Normalsalzdiat. AulRerdem schienen die
einzelnen Zellen an sich groRer und dicker zu sein (s. Abbildung 27A). Unter Hochsalzdiat
waren nur noch wenige Confetti-positive Bereiche im praglomeruldren Raum. Die Zellen
schienen zudem kleiner und schmaler zu sein als die Zellen der praglomerularen Zellfelder
unter Niedrig- bzw. Normalsalzdiat (s. Abbildung 27C). Generell waren stets alle Farben
(RFP, YFP und M-CFP) innerhalb der praglomeruldren Zellfelder zu finden, egal welche

Salzdiat die Tiere erhalten hatten. Nukleares GFP war hingegen nur sehr selten zu sehen.

3.4.2 Zellproliferations- und Apoptoseassays

Um einen spezifischen Anhaltspunkt dariiber zu erhalten, ob innerhalb der GFP-positiven

praglomerularen Zellfelder Proliferation bzw. Apoptose stattfindet, wurde jeweils ein

Abbildung 28: Zellproliferationsassay: Immunfluoreszenzfarbung fir und Ki-67 nach A+B 3.5

Tagen Niedrigsalzdiat, C+D 42 Tagen Niedrigsalzdiat. A, C: Ki-67-Farbung alleine. Innerhalb der
praglomerularen GFP-Zellfelder konnten keine Ki-67-positiven, proliferierenden Zellen gefunden werden.
Lediglich innerhalb des Glomerulus und in der Bowman-Kapsel waren teilweise Ki-67 gefarbte Kerne zu
sehen. Pfeile kennzeichnen Ki-67-positive, proliferierende Zellen. aA: afferente Arteriole, G: Glomerulus,
MalRstabsbalken: 50 um
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entsprechender Assay angewendet. Zur Bestimmung von proliferativen Prozessen auf
Gewebestrukturen eignet sich besonders der Proliferationsmarker Ki-67. Das Ki-67 Protein
kann wahrend aller aktiven Phasen des Zellzyklus, also der G;-, S-, G,- und der Mitose-
Phase, detektiert werden, und eignet sich daher als Marker fiir proliferierende Zellen 28 Es
sollte untersucht werden, ob unter Niedrigsalzdiat eine Zunahme der Anzahl GFP-positiver
Zellen durch Proliferation stattfindet. In Abbildung 28A-D sind exemplarisch zwei Farbungen
nach 3.5 (A + B) bzw. 42 Tagen (C + D) der Niedrigsalzdiat dargestellt, wobei GFP in griin
und Ki-67 in rot zu sehen ist. In beiden Darstellungen konnten innerhalb der praglomerularen
GFP- Zellfelder, keine Ki-67-positiven, proliferierenden Zellen gefunden werden. Lediglich
innerhalb des Glomerulus und in der Bowman-Kapsel waren teilweise Ki-67 gefarbte Kerne
zu sehen (s. Pfeile). Zur Bestimmung von apoptotischen Prozessen auf Gewebestrukturen
eignet sich besonders die sogenannte TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling)-

Methode. Bei dieser Methode macht man sich zunutze, dass wéahrend der Apoptose der

Abbildung 29: Apoptoseassay (TUNEL): Immunfluoreszenzfarbung fur und TUNEL nach A+B
3.5 Tagen Hochsalzdiat, C+D 42 Tagen Hochsalzdiat. A, C: TUNEL-Farbung alleine. Innerhalb der

praglomerularen GFP-Zellfelder waren keine TUNEL-gefarbten, apoptotischen Zellen. Lediglich in
anderen renalen Strukturen konnten vereinzelt TUNEL-positive Zellen beobachtet werden (s. Pfeile).
Pfeile kennzeichnen TUNEL-positive, apoptotische Zellen. aA: afferente Arteriole, G: Glomerulus,
Maf3stabsbalken: 50 pm
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DNA-Strang des Zellkerns durch die Aktivitdt von Endonukleasen fragmentiert wird. Dabei
werden an den Bruchenden Hydroxylgruppen frei, welche anschlieRend durch das Enzym
TdT (terminale deoxynucleotidyl Transferase) wie hier zum  Beispiel mit
fluoreszenzmarkierten Nukleotiden versehen werden ?*°. Es sollte untersucht werden, ob
unter Hochsalzdiat eine Abnahme der Anzahl GFP-positiver Zellen durch Apoptose
stattfindet oder nicht. In Abbildung 29A-D sind exemplarisch zwei Farbungen nach 3.5 (A +
B) bzw. 42 Tagen (C + D) der Hochsalzdiat dargestellt, wobei GFP in grin und die TUNEL-
Farbung in rot zu sehen ist. In beiden Darstellungen konnten innerhalb der préaglomerularen

GFP-Zellfelder keine TUNEL-gefarbten, apoptotischen Zellen gefunden werden.

3.4.3 Bestimmung der Zellkerndichte

Zusatzlich zu den bereits beschriebenen Methoden wurde die Zellkerndichte, also die Anzahl
der Zellkerne pro praglomerularem GFP-positiven Feld, ermittelt. Dies sollte ebenfalls
Aufschluss dartiber geben, ob innerhalb der GFP-positiven praglomeruldren Felder
Zellproliferation bzw. Apoptose stattfindet. Wie bereits festgestellt wurde, nimmt die Flache
der praglomerularen GFP-Zellfelder unter Niedrigsalzdiat zu, bzw. unter Hochsalzdiat ab.
Durch die Bestimmung der Zellkernanzahl innerhalb dieser GFP-positiven Flachen und dem

daraus resultierenden Verhaltnis (Anzahl Zellkerne innerhalb dieser Flache/ Flache) wurde

Zellkerndichte
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Abbildung 30: Salzabh&ngige Anderung der Zellkerndichte im Zeitverlauf. Bestimmung der Zellkerne

pro um2 der GFP-positiven praglomerularen Flache nach 0, 2, 3.5, 21, 42 und 56 Tagen der Niedrig- bzw.
Hochsalzdiat. Unter Niedrigsalzdiat konnte eine stetige Abnahme der Zellkerndichte festgestellt werden.
Unter Hochsalzdiat war ein signifikanter Anstieg der Zellkerndichte bereits an Tag 3.5 zu verzeichnen.
*=P<0.05 wurde als statistisch signifikant im Vergleich zu der Zellkerndichte an Tag O erachtet. Die
gestrichelte Linie indiziert einen Wert von 1.0. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM.
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dadurch eine mégliche Zu- bzw. Abnahme der Zellzahl bestimmt. In Abbildung 30 ist die
salzabhangige Anderung der Zellkerndichte im Zeitverlauf dargestellt. Unter Niedrigsalzdiat
konnte eine stetige Abnahme der Zellkerndichte festgestellt werden. An Tag 21 der
Niedrigsalzdiat konnte ein signifikanter Riickgang der Dichte um 27% beobachtet werden. Im
weiteren Zeitverlauf blieb die Zellkerndichte daraufhin konstant. Unter Hochsalzdiat war ein
signifikanter Anstieg der Zellkerndichte um 20% bereits an Tag 3.5 zu verzeichnen. Maximal

stieg das Verhaltnis Zellkerne/um? unter Hochsalzdiat um 67% an.
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Die Aspartylprotease Renin, welche von dem juxtaglomeruldren Apparat der Niere
freigesetzt wird, ist als Schlisselenzym des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
mal3geblich an der Homoostase des Salz- und Wasserhaushaltes und damit auch an der
Regulation des Blutdrucks beteiligt. Unter normalen, nicht-pathologischen Bedingungen, sind
nur wenige Renin-bildende Zellen innerhalb der Media-Schicht der afferenten Arteriole an
juxtaglomerularer Position zu finden. Durch eine starke Stimulation des RAAS oder
genetisch bedingte Defekte innerhalb der RAAS-Kaskade kann es hingegen zu einer
Rekrutierung von Renin-bildenden Zellen kommen. Dies kann in Form einer retrograden

6090 oder aber auch in Form einer

Rekrutierung entlang der afferenten Arteriole
Reninzellhyperplasie im extraglomeruldren Mesangium stattfinden. Letzteres bedeutet, dass
die Lokalisation der Reninzellen nicht mehr nur auf den juxtaglomeruldaren Bereich
beschréankt ist, sondern, dass sowohl entlang der GefaRwand afferenter Arteriolen, als auch
in mehrschichtigen Zelllagen um die praglomeruldren Gefal3e, Renin-produzierende Zellen
zu finden sind. Solch eine Reninzellhyperplasie tritt beispielsweise in Aldosteronsynthase
Knockout Mausen auf (s. Abbildung 7B). Wie in Aldosteronsynthase-defizienten Mausen
Ublich, sind Renin-produzierende Zellen in einer Art Manschette in mehreren Schichten um
die afferente Arteriole, zum Teil aber auch um die Interlobulararterien angeordnet. Diese
Reninzellhyperplasie kommt wahrscheinlich dadurch zustande, weil die letzten Schritte der
Bildung von Aldosteron nicht mehr enzymatisch katalysiert werden kénnen. So konnte im
Blutplasma von Aldosteronsynthase-defizienten Mausen auch kein Aldosteron mehr
nachgewiesen werden *°. Die fehlende Wirkung von Aldosteron fiihrt zu einem erniedrigten
Blutdruck, der wiederum die Reninsynthese und -sekretion anregt ®*°®. Eine detailliertere
Betrachtung der perivaskuldaren Renin-positiven Zellen von Aldosteronsynthase Knockout
Mausen mittels Konfokal- und Elektronenmikroskopie zeigte deutlich, dass diese die gleiche
kuboide Form aufweisen wie die vaskuldren Reninzellen und dass sie ebenfalls Renin-
positive Vesikel enthalten *. Dies zeigt, dass die perivaskuldaren Renin-bildenden Zellen fahig
sind, Renin in Vesikel zu verpacken, was die Voraussetzung fur eine regulierte
Reninfreisetzung darstellt. Die kontrollierte Exozytose Renin-haltiger Vesikel *2°"?% scheint
innerhalb der juxtaglomerularen Zellen durch Aktivierung des cAMP-Signalweges zu

verlaufen 3%%°,

Untersuchungen zur Funktionalitit der hyperplastischen renalen Reninzellen in
Aldosteronsynthase Knockout Tieren wurden bereits am Modell der isoliert perfundierten
Mausniere durchgefuihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass es hinsichtlich der

Stimulierbarkeit der Reninsekretion durch Katecholamine und der Hemmbarkeit durch
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Angiotensin Il und den Perfusionsdruck sowie der ,paradoxen” Wirkung von Kalzium keine
auffalligen Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp-Nieren gab. Die Funktionalitdt der
perivaskularen Reninzellen unterscheidet sich demnach nicht von der der klassischen

juxtaglomeruléren Renin-bildenden Zellen *.

Auf diese Erkenntnisse aufbauend sollte in dieser Arbeit eine weiterfihrende
Charakterisierung der perivaskuldren Reninzellen erfolgen. Da bisher noch wenig Uber die
Herkunft der perivaskuldren Renin-bildenden Zellen bekannt ist, sollten diese auf ihre
Salzabhangigkeit hin untersucht werden. Dadurch sollte ein Anhaltspunkt dariiber erhalten
werden, ob sie bei erhdhtem Bedarf an Renin, hervorgerufen durch das Futtern einer
Niedrigsalzdiat, durch Proliferation bereits bestehender Renin-produzierender Zellen neu
entstehen oder ob sie durch Transformation aus anderen renalen Zelltypen hervorgehen
koénnen. Aul3erdem sollte geklart werden, ob bei vermindertem Bedarf an Renin durch
Hochsalzdiat die perivaskularen Renin-bildenden Zellen durch Apoptose verschwinden, oder
lediglich die Produktion von Renin einstellen. Daher wurde zunachst untersucht, wie schnell
eine  Anderung der Salzzufuhr auf die Reninexpression und -sekretion in
Aldosteronsynthase-defizienten Mausen wirkt. Auch mit Renin koregulierte Gene wie Cx40,
Akrlb7 und COX-2 wurden auf ihre Salzabhangigkeit hin untersucht. Zudem wurde die
Reinduzierbarkeit der Reninexpression nach deren langerer salzbedingter Suppression in
dieser Arbeit bestimmt. Die Untersuchung auf Zellproliferation und Apoptose mit Hilfe
entsprechender Assays war hinsichtlich der salzinduzierten Anderung der Reninexpression

von besonderer Bedeutung.

4.1 Anderung der Reninexpression und -sekretion in Abhangigkeit

von der Salzdiat

In Ubereinstimmung mit friilheren Beobachtungen fand sich an allen untersuchten Glomeruli
eine Hyperplasie Renin-bildender Zellen im Bereich der afferenten Arteriole in adulten
Aldosteronsynthase-defizienten Mausen, was auf eine starke Aktivierung des RAAS in
diesen Tieren hinweist (s. Abbildung 12B) ¥. Unter Salzdepletion durch Niedrigsalzdiat kam
es in Aldosteronsynthase Knockout Mausen zu einer Zunahme der Reninimmunoreaktivitat
verglichen mit der Reninimmunoreaktivitat unter Normalsalzdiat (s. Abbildung 12A). Bei
erhohter Salzzufuhr durch Hochsalzdiat konnte hingegen eine starke Abnahme der
Reninimmunoreaktivitat festgestellt werden (s. Abbildung 12C). Diese Befunde stimmen mit
vergleichbaren Experimenten an Wildtyp-Mausen uberein ***. Um zu ermitteln, wie schnell
sich die Reninexpression und -sekretion unter erhdhter bzw. verminderter Salzzufuhr &ndert,

wurden Aldosteronsynthase-defiziente Mause tber unterschiedliche ZeitrAume entweder mit



4. Diskussion

einer Niedrig- bzw. Hochsalzdiat gefittert. Die Verfolgung der Renin mRNA Abundanz im
Zeitverlauf zeigte, dass bereits nach 2 Tagen der Niedrigsalzdidt und 3.5 Tagen der
Hochsalzdiat eine signifikante Zu- bzw. Abnahme der Renin mRNA Werte im Vergleich zu
der Renin mRNA Abundanz an Tag O der Diaten stattgefunden hat. Daraus lasst sich
schlieRen, dass die salzinduzierte Anderung der Reningenexpression in sehr kurzer Zeit
nach Anderung der Salzzufuhr erfolgen muss. Bei der Bestimmung der Plasma-Renin-
Konzentration im Zeitverlauf ergab sich ein &hnliches Bild. Hier zeigte sich nach 3.5 Tagen
der Niedrigsalzdiat bzw. 2 Tagen der Hochsalzdiat eine signifikante Zu- bzw. Abnahme der
Plasma-Renin-Konzentration im Vergleich zu der Plasma-Renin-Konzentration an Tag 0 der
Diaten (s. Abbildung 11). Die salzinduzierte Anderung der Reninsekretion erfolgt demnach,
entsprechend der Reningenexpression, in sehr kurzer Zeit nach Anderung der Salzzufuhr.
Sowohl bei der Renin mRNA Expression als auch bei der Plasma-Renin-Konzentration
konnte also festgestellt werden, dass jeweils zwischen 2 und 3.5 Tagen der jeweiligen
Salzdiat eine signifikante Erhohung bzw. Erniedrigung der Renin mRNA Expression und der
Plasma-Renin-Konzentration stattfand. Dies deutet darauf hin, dass die salzinduzierte

Anderung der Reninsekretion zeitgleich mit der Anderung der Reningenexpression erfolgt.

Um zu untersuchen, wie schnell die Anpassung der Menge an Renin an eine erniedrigte
bzw. erhohte Salzzufuhr auf Proteinebene stattfindet, wurde sowohl die Flache der
praglomerularen Reninzellfelder in Aldosteronsynthase Knockout Tieren unter Normal-,
Niedrig- und Hochsalzdiat, als auch die gesamte Renin-Protein-Menge durch Western Blot
bestimmt. Bei Betrachtung der durchschnittlichen Flache praglomerularer Reninzellfelder pro
Glomerulus konnte festgestellt werden, dass sich die Flache bereits nach 2 Tagen der
Niedrigsalzdiat um 57% gegeniber der Flache unter Normalsalzdiat vergrofRerte und sich im
weiteren Zeitverlauf auch nicht weiter vergroRerte. Unter Hochsalzdiat konnte eine
Verringerung der Flache um 37% an Tag 3.5 der Diat im Vergleich zu der Flache an Tag O
beobachtet werden. Im weiteren Zeitverlauf verringerte sich die Flache stetig weiter, aber
maximal um 84%. Die salzabhangige Bestimmung der Quantitat des Reninproteins ergab ein
ahnliches Bild. Bereits an Tag 3.5 der Niedrigsalzdiat kam es zu einer signifikanten Zunahme
des Reninproteins um 30% gegeniber dem Ausgangswert an Tag O der Diat. Im weiteren
Zeitverlauf stieg die Quantitat des Reninproteins noch weiter an, aber maximal um 63%.
Unter Hochsalzdiat kam es an Tag 3.5 zu einer signifikanten Abnahme des Reninproteins
um 42%. Im weiteren Zeitverlauf nahm die Quantitat des Reninproteins noch weiter ab, aber
maximal um 82%. Aus diesen Befunden lasst sich schliel3en, dass auch auf Proteinebene
bei starker Stimulation des RAAS durch niedrige Natrium-Konzentrationen im Futter die
Neubildung von Renin sehr schnell, also innerhalb von wenigen Tagen anlaufen muss. Die
Produktion von Renin muss demnach zeitlich direkt auf die Reningenexpression erfolgen.

Der Abbau des Reninproteins scheint hingegen mehr Zeit in Anspruch zu nehmen, da hier
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Uber den gesamten untersuchten Zeitraum eine stetige Abnahme zu erkennen war. Auch die
Zu- bzw. Abnahme der durchschnittichen Flache der Renin-positiven préaglomerularen
Zellfelder findet zeitgleich mit der Reningenexpression und -synthese statt, wobei auch hier
eine stetige Abnahme der praglomeruldren Reninzellfelder Gber den gesamten untersuchten
Zeitraum unter Hochsalzdiat beobachtet werden konnte. Verglichen mit der Plasma-Renin-
Konzentration, bei der zu sehen war, dass bereits nach 2 Tagen der Hochsalzdiat die
Reninsekretion nahezu zum Erliegen kam, weist der eher langsame Riickgang des intrarenal
gespeicherten Reninproteins darauf hin, dass die Reninsekretion nicht durch das verfligbare
Renin bestimmt ist. Vielmehr muss hier ein intrazellularer Mechanismus daflir sorgen, dass

bei erhohter Salzaufnahme weniger Renin in den Blutkreislauf sezerniert wird.

Die Tatsache, dass unter Niedrigsalzdiat die Genexpression und Synthese von Renin
innerhalb von sehr kurzer Zeit erhoht wurde, liefert einen ersten Hinweis darauf, dass die
erhdhte Reninexpression und —synthese auf entsprechende bereits vorhandene Zellanlagen
zurtickzufiihren sein konnte. Es wéare denkbar, dass der akute Bedarf an Renin durch eine
vergleichsweise wenig Zeit in Anspruch nehmende Transformation dieser Zellanlagen zu
Renin-bildenden Zellen gedeckt werden kann. Um diese Theorie zu bestarken, wurden auch
Gene, von denen bekannt ist, dass sie mit Renin koreguliert werden vergleichend auf eine

mogliche Salzabhangigkeit hin untersucht.

4.2 Anderung der Expression von mit Renin koregulierten Genen in

der Niere

Anhand von Untersuchungen an Wildtyp-Mausen konnte bereits festgestellt werden, dass
das Gap-Junction-bildende Protein Connexin 40 fur Renin-bildende Zellen insofern wichtig
ist, als dass es fur eine normale Lokalisation innerhalb der GefaBwand der afferenten
Arteriolen sorgt. So findet in Cx40 Knockout Mausen eine Dislokation Renin-bildender Zellen
in den Bereichen des extraglomerularen Mesangiums und des periglomeruléren Interstitiums
statt “**". AuRerdem spielt Cx40 nachweislich eine entscheidende Rolle bei der Regulation
der Reninsekretion, vermutlich dadurch, dass es die Weiterleitung des inhibierenden
Kalzium-Signals und anderer Signalmolekiile (z.B. ATP) erméglicht »30137:139145148 " 7,dem
wird diskutiert, ob Cx40-Halbkanale als Mechanorezeptoren fungieren kénnten, die zug- oder
druckabhangig den Einstrom von Kalziumionen in Renin-bildende Zellen ermdglichen bzw.
die Freisetzung von ATP vermitteln **2. Die Expression von Cx40 ist demnach eng an die
Expression und Synthese von Renin gekoppelt, weshalb vergleichend mit Renin eine
salzabhangige Untersuchung der Cx40 mRNA Abundanz sowie der Flache praglomerularer
Cx40-positiver Zellfelder im Zeitverlauf durchgefihrt wurde. Dabei zeigte sich eine

signifikante Zu- bzw. Abnahme der Cx40 mRNA Abundanz bereits an Tag 2 der
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Niedrigsalzdiat bzw. an Tag 3.5 der Hochsalzdiat im Vergleich zu der mRNA Expression an
Tag 0. Auch die Renin mRNA Abundanz zeigte eine signifikante Zu- bzw. Abnahme an Tag 2
der Niedrigsalzdiat bzw. an Tag 3.5 der Hochsalzdiat. Daraus lasst sich schlieRen, dass die
Cx40-Genexpression zeitgleich mit der Renin-Genexpression ablauft und dass die
salzabhangige Anderung der Cx40 mRNA-Expression ebenfalls gleich schnell ablaufen
muss. Unter Niedrigsalzdidt kam es auch bei der Flachenmessung der praglomerularen
Cx40-positiven Zellfelder wie auch bei der Flachenmessung der praglomeruléren
Reninzellfelder zu einer FlachenvergroRerung um maximal 58%. Niedrigsalzdiat fihrte
demnach sowohl bei Renin als auch bei Cx40 in gleichem MalRe zu einer
FlachenvergréRerung. Unter Hochsalzdiat ergab sich Uber den gesamten untersuchten
Zeitraum ein Rickgang der Cx40-positiven praglomeruléren Zellfelder um maximal 55%.
Dies stellt einen entscheidenden Unterschied zu der Flachenbestimmung der
praglomerularen Reninzellfelder dar, da hier die durchschnittlichen Flachen pro Glomerulus
Uber den gesamten untersuchten Zeitraum stetig abnahmen. Dabei kam es zu einer
Flachenverringerung um bis zu 85%. Man kann also sagen, dass unter lang anhaltender
Hochsalzdiat die Cx40-Immunoreaktivitat und die Flache der praglomeruldren Cx40-positiven
Zellfelder nicht in gleichem Mafie abnahm, wie die Reninimmunoreaktivitdt und damit die
Flache der praglomerularen Renin-bildenden Zellen. Dies wird vor allem in Abbildung 16
deutlich. Wahrend die Reninimmunoreaktivitat nach 6-wochiger Hochsalzdiat hier
ausschlieBlich auf den Gefalbereich beschrankt war, konnte im praglomerularen Bereich
auRBerhalb der GefaRe an vielen Glomeruli starke Cx40-Immunoreaktivitdt nachgewiesen
werden. Diese Cx40-positiven Zellfelder entsprechen denjenigen Feldern, die unter
Normalsalzdiat sowohl positiv fir Cx40 als auch fur Renin farben. Dies legt die Vermutung
nahe, dass es im extraglomerularen Mesangium Zellen gibt, die in der Lage sind, Renin zu
exprimieren, aber unter langer andauernder Hochsalzdiat wahrscheinlich die
Reninproduktion einstellen. Eine mdgliche Erklarung hierfir kénnte sein, dass unter
vermindertem Bedarf an Renin perivaskuldre Renin-bildende Zellen eine Transformation zu
einem anderen Cx40 exprimierenden Zelltyp durchlaufen. Es wurde bereits beschrieben,
dass Reninzellen aus glatten Muskelzellen der Arteriolen oder extraglomerularen
Mesangialzellen hervorgehen kénnen "®’. So ist es auch denkbar, dass sich Renin-bildende
Zellen wieder in extraglomeruldre Mesangialzellen, welche ebenfalls Cx40 exprimieren,
umwandeln konnten. Bei Krankheiten, die eine chronische Stimulation des RAAS bewirken,
konnte bereits die Synthese von Renin in extraglomeruldren Mesangialzellen nachgewiesen
werden. Dies ist beispielsweise beim Bartter-Syndrom ?*° bzw. beim Pseudo-Bartter-
Syndrom ®, Morbus Addison %!, sowie bei Krankheiten, die mit einem Volumen- und
Elekrolytverlust einhergehen **" der Fall. Auch durch lang andauernde RAAS-Stimulierung,

wie beispielsweise durch 6- bzw. 4-monatige Mineralocorticoid-Defizienz ®® oder 4-wéchige
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222 konnte Renin-Produktion im extraglomeruldren Mesangium

unilaterale Nierenstenose
gefunden werden. Wie bereits mehrfach beschrieben exprimieren die extraglomerularen
Mesangialzellen von Wildtyp-Mausen das Gap-Junction-bildende Protein Connexin 40. Uber
dieses stehen sie mit den benachbarten juxtaglomerularen Zellen und intraglomeruldren

1,135,223,224

Mesangialzellen in Kontakt Dasselbe konnte auch fir Aldosteronsynthase

Knockout Mause gezeigt werden ™.

Obwohl also gezeigt werden konnte, dass die Flache praglomerularer Cx40-positiver Felder
unter Hochsalzdiat nicht in gleichem Maf3e abnahm wie die Flache praglomerularer Renin-
positiver Felder, konnte dennoch immunhistochemisch nachgewiesen werden, dass die
praglomerulare Cx40-Immunoreaktivitdt durch Niedrigsalzdiat stark zunimmt bzw. durch
Hochsalzdiat abnimmt (s. Abbildung 15 A, C, E). Diese Beobachtung deckt sich tendenziell
mit derjenigen der Flachenzu- bzw. -abnahme, die bereits fir die Reninimmunoreaktivitat
unter Niedrig- und Hochsalzbedingungen gemacht wurde. Somit folgt auch fir Cx40 die
salzinduzierte Anderung der praglomerularen Cx40-Flache und somit wahrscheinlich auch

des Cx40-Proteins zeitgleich der Anderung der Cx40-mRNA-Expression.

Ein weiteres Gen, welches mit Renin koreguliert wird, ist das der Aldose-Ketose Reduktase
1b7 (Akrlb7). Mit Hilfe von Genexpressionsanalysen isolierter Reninzellen konnte bereits
gezeigt werden, dass diese im Vergleich zu anderen Nierenzellen verstarkt Akrlb7
exprimieren ’. Auch immunhistochemisch lieR sich Akrlb7 hauptséchlich in Renin-bildenden
Zellen und Intermediéarzellen der afferenten Arteriole nachweisen. Auch glatte Muskelzellen,
die sich nach Stimulation des RAAS in Renin-produzierende Zellen umgewandelt hatten,
zeigten sich in Folge der Umwandlung Akrlb7-positiv **2. Daher gilt die Expression von
Akrlb7 als charakteristisch fir den endokrinen Reninzell-Phanotyp und als ein unabhéngiger

Marker Renin-produzierender Zellen **3

. Deshalb wurde auch Akrlb7 auf eine mdgliche
Salzabhangigkeit hin untersucht. Aus der Bestimmung der Akrlb7 mRNA Abundanz ergab
sich eine Verdoppelung der mRNA Werte bereits an Tag 2 der Niedrigsalzdiat. Dies
entspricht lediglich der Halfte des Anstiegs, der bei der Renin mRNA Messung unter
Niedrigsalz im selben Zeitraum zu verzeichnen war. Grund dafiir kdnnte sein, dass in den
einzelnen Renin-produzierenden Zellen nicht genauso viel Akrlb7 gebildet wird, wie Renin
gebildet wird. Es kdnnte auch sein, dass es Zellen gibt, die noch kein Akrlb7 exprimieren, da
dieses evtl. zeitlich verzogert erst nach Renin gebildet wird. Tatsachlich zeigten
immunhistochemische Koféarbungen von Renin und Akrlb7 nach 6-wdchiger Niedrigsalzdiat,
dass die perivaskularen Zellpopulationen sehr heterogen gefarbt waren (s. Abbildung
18A+B). So zeigten sich Bereiche mit starker Kolokalisation von Renin und Akrlb7, aber
auch Bereiche bzw. einzelne Zellen, die nur Renin aber kein Akrlb7 bzw. nur sehr schwach

Akrlb7 aufwiesen. Dieser Befund stimmt mit den Ergebnissen von Machura et al., 2012
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Uberein. Sie konnten ebenfalls feststellen, dass Akrlb7-Immunoreaktivitdt in diesen
perivaskularen Reninzellfeldern der Aldosteronsynthase Knockout Mause nur zu einem
gewissen Grad eindeutig mit Renin kolokalisierten. Anders verhdalt es sich hingegen mit der
Kolokalisation mit vaskularen Renin-bildenden Zellen. Diese weisen eindeutig auch Akrlb7-
Farbung auf. Dies deutet darauf hin, dass die Markierung durch Akrlb7 lediglich einen Teil
der Renin-exprimierenden Zellen erfasst und Akrlb7 somit als Marker fur Modelle mit
ektopischen Renin-produzierenden Zellen eher weniger geeignet ist. Dennoch konnte unter
Hochsalzdiat ein starker Riickgang der Akrlb7 mRNA Abundanz festgestellt werden. Bereits
an Tag 2 war eine Verringerung der Akrlb7 mRNA Werte um 69% erfolgt, im weiteren
Zeitverlauf konnte sogar eine Verringerung um 84% festgestellt werden. Im Vergleich dazu
zeigte die Renin mMRNA Expression an Tag 2 der Hochsalzdiat einen Riickgang um 52%, im
weiteren Zeitverlauf sogar einen Rickgang um 92%. Unter Hochsalzdiat scheinen sich die
Renin- und Akrlb7-Expressionen also &hnlich zu verhalten. Auch in der
immunhistochemischen Farbung zeigte sich fur die Akrlb7-Farbung ein sehr &hnlicher
Rickgang der Immunoreaktivitat wie fir Renin (s. Abbildung 18F). Dies ist wahrscheinlich
darauf zurlickzufuihren, dass unter Hochsalzdiat zunéchst die perivaskuldren und danach
auch noch die vaskularen Renin-bildenden Zellen die Reninexpression und zugleich die
Akrlb7-Expression einstellen. Wie bereits erwéahnt findet zwischen vaskularen Renin-
produzierenden Zellen und Akrlb7 eine starke Kolokalisation statt. Dies wiederum bestarkt
die Annahme, dass die perivaskuldren Reninzellen mdglicherweise nicht von den vaskularen

Reninzellen abstammen.

Auch die Cyclooxygenase-2 wurde auf ihre Salzabhangigkeit hin untersucht, da man
annimmt, dass auch sie an der Regulation der Reninexpression und -synthese beteiligt ist. In
der Niere findet COX-2 Expression vor allem in den Zellen der Macula Densa statt, zum Teil
aber auch in interstitiellen Zellen der Medulla und in Macula Densa-nahen Bereichen des
dicken aufsteigenden Astes der Henleschleife (TALH). Nach 3-wéchiger Niedrigsalzdiat
konnte eine 8,5-fache Zunahme der COX-2 mRNA Abundanz im Vergleich zu der COX-2
MRNA Expression unter Normalsalzdiat festgestellt werden (s. Abbildung 19A). Dieser
Befund wird durch vergleichbare Versuche von Yang et al. (1998) an Wildtyp-Ratten
bestétigt, bei denen gezeigt werden konnte, dass unter Niedrigsalzdiat die kortikale wie auch

die medullare COX-2 mRNA Expression signifikant ansteigt 2.

Unter Hochsalzdiat konnte lediglich eine leichte Tendenz zur Abnahme der COX-2 mRNA-
Spiegel festgestellt werden (s. Abbildung 19A). Grund dafur kdnnte sein, dass fur die
Bestimmung der COX-2 mRNA Expression die gesamte Niere und nicht ausschliefilich der
Kortex verwendet wurde. Da aber COX-2 Expression vor allem auch fir die innere Medulla

nachgewiesen werden konnte, konnte ein vielleicht eindeutiger Effekt innerhalb der
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kortikalen COX-2 produzierenden Zellen der Macula Densa durch die COX-2 mRNA
Expression der inneren Medulla Uberdeckt worden sein. Salzabh&ngige Untersuchungen an
Wildtyp-Ratten konnten bereits zeigen, dass unter Hochsalzdiat die kortikale COX-2 mRNA
Expression um das 2,9-fache im Vergleich zur Normalsalzdiat zuriickging, wéhrend in der

inneren Medulla die mMRNA Expression sogar um das 4,5-fache anstieg .

Immunhistochemisch war jedoch ein eindeutiger Rickgang der COX-2 Expression unter
Hochsalzdiat festzustellen (s. Abbildung 20). Wahrend unter Normalsalzdiat durchschnittlich
60% aller Glomeruli eine COX-2-positive Farbung im Bereich der Macula Densa aufwiesen,
waren es nach 6-wochiger Hochsalzdiat nur noch halb so viele. Zudem ergab die
Flachenausmessung im Zeitverlauf der Hochsalzdiat, dass bereits nach 2 Tagen ein
signifikanter Rickgang der COX-2-positiven Flache pro Glomerulus um 57% stattfand. Im
Gegensatz dazu fiihrte eine Niedrigsalzdiat bereits an Tag 3.5 zu einer Zunahme der COX-2-
positiven Flachen pro Glomerulus um 23%. Erstaunlicherweise wiesen auch unter
Niedrigsalzdiat durchschnittlich genauso viele Glomeruli eine COX-2-positive Farbung im
Bereich der Macula Densa auf, wie unter Normalsalzdiat. Dafiir fanden sich vermehrt COX-
2-positive Zellen im Bereich der dicken aufsteigenden Henleschleife (s. Abbildung 20A+B).
Demnach erfolgt also auch die Zunahme der COX-2-positiven Flache unter Niedrigsalzdiat
bzw. deren Flachenabnahme unter Hochsalzdiat in sehr kurzer Zeit nach Anderung der
Salzzufuhr. Auch die Flachenzu- bzw. —abnahme der Reninzellen erfolgte bereits 2-3.5 Tage
nach Anderung der Salzzufuhr. Diese Befunde deuten daher auf eine starke Verbindung der
COX-2-Expression und -Synthese der Macula Densa und der Reninexpression und -
synthese der perivaskularen Renin-bildenden Zellen hin.

Somit konnte gezeigt werden, dass auch die Gene von Cx40, Akrlb7 und COX-2 in
vergleichbarem Mal3e mit dem Reningen koreguliert werden. Die Tatsache, dass die Flache
der praglomeruldren Cx40-positiven Zellfelder unter Hochsalzdiat erheblich groRer war als
die Flache der Renin-positiven Zellfelder unter Hochsalzdiat deutet darauf hin, dass diese
Cx40-positiven Zellen die Zellanlagen sein kdnnten, aus denen bei Bedarf Renin-
produzierende Zellen durch Transformation hervorgehen. Da das Vorhandensein von Cx40
unter anderem die Zellen des extraglomerularen Mesangiums kennzeichnet, liegt die
Vermutung nahe, dass es genau diese Zellen sind, die sich in Renin-bildende Zellen
umwandeln kénnten. Die Tatsache, dass die Synthese der COX-2 entsprechend wie die
Expression und Synthese von Renin salzabhéngig reguliert wird, kénnte darauf hindeuten,
dass die COX-2 bzw. von ihr abgeleitete Prostaglandine als wesentliche Hauptmediatoren

auf die Reninexpression und -synthese wirken konnten.
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4.3 Stimulierbarkeit von Renin und mit Renin koregulierten Genen
nach langerer Zeit der salzbedingten Suppression

Um zu Uberprifen, ob nach einer langeren Periode der salzbedingten Suppression die
MRNA Expression von Renin und mit Renin koregulierten Genen (Cx40 und Akrlb7) wieder
induziert werden kann, wurde Aldosteronsynthase-defizienten Mausen eine Diat bestehend
aus einer 3-wochigen Hochsalzdiat gefolgt von einer 3-wochigen Niedrigsalzdiat verabreicht.
Bei Betrachtung der Renin mRNA Expression konnte festgestellt werden, dass selbst nach
einer 3-wo6chigen Suppression der Reningenexpression durch hohe Salzzufuhr, die
Reninzellen genauso stimulierbar waren wie ausgehend von einer Normalsalzdiat. Dies ist
daran zu erkennen, dass die Diat von 3 Wochen Hochsalzdiat und anschlie3end 3 Wochen
Niedrigsalzdiat genauso hohe Renin mRNA Spiegel induzierte, wie eine 3-wochige
Stimulation durch Niedrigsalzdiat alleine (s. Abbildung 21A). Herauszuheben ist auch, dass
eine 3-wochige Suppression durch Hochsalzdiat die Renin mRNA Werte fast auf WT-Niveau
senkte. Die nachfolgende Reinduktion durch Niedrigsalzdiat bewirkte demnach einen 40-
fachen Anstieg der Reninexpression, wahrend ausgehend von der mRNA Expression unter
Normalsalzdiat ein 4-facher Anstieg der Renin mRNA Expression unter Niedrigsalzdiat
stattfand. Die Reningenexpression ist demnach sehr adaptiv, selbst wenn es zu einer

starken Stérung des Salzhaushaltes kommit.

Ein sehr &hnliches Bild ergab sich fir die mRNA Expression von Connexin 40 (s. Abbildung
21B) und Akrlb7 (s. Abbildung 21C). Auch hier konnte jeweils nach der Diat von 3 Wochen
Hochsalzdiat gefolgt von 3 Wochen Niedrigsalzdiat anndhernd das gleiche Niveau erreicht
werden, wie unter Niedrigsalzdiat alleine. Somit lassen sich auch die Cx40 und Akrlb7
MRNA Expression auch nach langerer Zeit der salzbedingten Suppression vollstandig
reinduzieren. Dieser Befund starkt die Hypothese, dass die Renin mRNA Expression stark
mit der Cx40 mRNA Expression korreliert und auch, dass die Akrlb7 mRNA Expression
entsprechend wie die Renin mRNA Expression bei Stérung des Salzhaushaltes reguliert

wird.

Entsprechend wie die Renin mRNA Expression, konnte auch die Plasma-Renin-
Konzentration nach einer 3-wOchigen salzbedingten Suppression wieder vollstandig
reinduziert werden (s. Abbildung 22A). Am Modell der isoliert-perfundierten Niere wurde die
Reninsekretionsrate untersucht (s. Abbildung 22B). Dabei wurden Aldosteronsynthase
Knockout Tiere verwendet, die entweder Normalsalzdiat oder 14 bzw. 28 Tage Hochsalzdiat
erhalten hatten. Nach einer stufenweisen Inhibierung der Reninsekretion durch aufsteigende
Konzentrationen von Angiotensin Il (ANGII) im Perfusat (30, 300, 1000 pM) erfolgte eine

starke Stimulierung der Reninsekretion durch die Gabe von 3.1 mM EGTA. Zunachst war
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auffallend, dass, egal ob das Tier 14 oder 28 Tage vor der Messung mit Hochsalzdiat
behandelt wurde, sowohl die basalen Ausgangswerte, wie auch die Werte nach der
stufenweisen Inhibierung durch ANGII kaum zu unterscheiden waren. Dies bestatigt die
Ergebnisse des Zeitgangs (vgl. Abbildung 11B), wo bereits nach 2 Tagen der Hochsalzdiat
ein sehr starker Abfall der Plasma-Renin-Konzentration zu sehen war und auch im weiteren
Zeitverlauf keine weitere Verringerung mehr stattfand. Erstaunlich ist daher, dass es durch
die Zugabe von ANGII tberhaupt noch zu einer Verringerung der Reninsekretionsrate kam.
Dies liegt wahrscheinlich an der unnatirlich hohen Konzentration von eingesetztem ANGII

bei dieser Methode. In vivo wiirde eine solch hohe ANGII Konzentration nicht vorkommen.

Nach der stufenweisen Inhibierung durch ANGII erreichte die Reninsekretionsrate des mit
Normalsalzdiat gefitterten Tieres durch die Stimulation mit dem Kalzium-Chelator EGTA
innerhalb weniger Minuten die gleiche Sekretionsrate wie unter basalen Bedingungen am
Anfang der Messung. Die Reninsekretionsrate des 14 Tage lang mit Hochsalzdiat gefiitterten
Tieres stieg sogar Uber seinen Basalwert hinaus und erreichte annahernd die gleiche
Reninsekretionsrate wie das mit Normalsalzdiat gefutterte Tier unter Einfluss von EGTA. Das
gleiche konnte fur das 28 Tage lang mit Hochsalzdiat gefitterte Tier beobachtet werden.
Auch hier wurde unter Einfluss von EGTA eine hohere Reninsekretionsrate als bei der
Ausgangssituation erreicht. Auch dieser Befund zeigt deutlich, dass die Reninsekretion
selbst nach langerer Zeit der salzbedingten Suppression durch einen starken Stimulus
wieder reinduziert werden kann. Die Tatsache, dass die Reinduktion so schnell stattfand und
dabei sogar eine hohere Reninsekretion als bei der Ausgangssituation erreicht wurde,
kénnte darauf hindeuten, dass die Kapazitat der einzelnen Renin-bildenden Zellen zur
Renin-Synthese und -Sekretion noch nicht ausgeschopft war. Dies wirde bedeuten, dass
diese bereits Renin-bildenden Zellen in der Lage sind, durch eine starke Stimulation, sowohl
die Produktion, als auch die Sekretion von Renin stark zu erhéhen. Es wére aber auch
denkbar, dass an bereits Renin-bildende Zellen angrenzende Zellen (z.B. extraglomerulare
Mesangialzellen) die Fahigkeit erlangen, Renin zu synthetisieren. Es ware auch denkbar,
dass eine Kombination aus beiden Mdglichkeiten zutrifft. Eine andere Moglichkeit ware, dass
weitere Renin-produzierende Zellen durch Proliferation aus bereits bestehenden Reninzellen
hervorgehen kénnten, und es dadurch zu einem Anstieg der Reningenexpression, -synthese
und -sekretion kommt. Im Umkehrschluss kénnte es demnach auch sein, dass die durch
Hochsalzdiat verursachte Abnahme der Renin  mRNA Expression, Plasma-Renin-

Konzentration oder der praglomeruléaren Reninzellfelder durch apoptotische Prozesse erfolgt.
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4.4 Rolle von Zellproliferation und Apoptose bei der salzbedingten

Anderung der Reninexpression

Wie bereits in Kapitel 4.1 erlautert findet auf Proteinebene bei starker Stimulation des RAAS
durch niedrige Natrium-Konzentrationen im Futter die Neubildung von Renin sehr schnell,
also innerhalb von wenigen Tagen statt. Die Produktion von Renin muss also zeitlich direkt
auf die Reningenexpression erfolgen, da auch sie nach 2 Tagen signifikant ansteigt. Auch
die Zunahme der Flache der Renin-positiven praglomerularen Zellfelder findet zeitgleich mit
der Reningenexpression und -synthese statt. Daraus ergibt sich die Frage, ob die Steigerung
der Reninproduktion unter Niedrigsalzdiat dadurch zustande kommt, dass mehr Zellen durch
Proliferation entstehen, oder dadurch, dass bereits vorhandene Zellen mehr Renin
produzieren und sich dadurch vergroRern. Méglich wéare auch, dass angrenzende Zellen, wie
etwa extraglomerulare Mesangialzellen, zu Renin-bildenden Zellen umgewandelt werden.
Umgekehrt scheint der Abbau von bereits vorhandenem Reninprotein unter Hochsalzdiat in
den Reninzellen langsamer abzulaufen. Wie in Abbildung 13 zu sehen ist, nahm sowohl die
Reninflache (A) als auch das Reninprotein (B) kontinuierlich mit der Dauer der Hochsalzdiat
ab. Ein Minimalwert wurde bei Betrachtung des Reninproteins ca. an Tag 21 erreicht. Erst an
Tag 42 etwa erreichte die Reninflache einen Minimalwert. Die Verkleinerung der Reninflache
folgt also zeitlich dem Riickgang an Reninprotein in den perivaskularen Reninzellen. Es stellt
sich die Frage, ob der Riickgang der Flache praglomerularer Reninzellfelder und der Menge
des Reninproteins auf apoptotische Vorgange zurtickzufthren ist, oder ob die Zellen per se

bestehen bleiben und lediglich durch die Abwesenheit der Reninvesikel schrumpfen.

Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden Aldosteronsynthase-defiziente Mause
verwendet, in denen alle Zellen, deren Vorlaufer im Laufe der Entwicklung Renin exprimiert
hatten, mit dem Fluoreszenzmarker GFP markiert waren. Somit kennzeichnet GFP in diesem
Mausmodell die Reninzelllinie. Dabei zeigte sich in Ubereinstimmung mit friiheren Befunden
87 dass neben juxtaglomeruldren Zellen und glatten Muskelzellen, zum Teil auch tubulére
Strukturen, wie das Sammelrohrsystem oder Teile der dicken aufsteigenden Henleschleife
aber auch Mesangialzellen sowie interstitielle Zellen GFP exprimierten. Dies deutet auf eine
mdogliche  Verwandtschaftsbeziehung von Renin-bildenden Zellen mit arteriellen,
mesangialen und interstitiellen sowie tubularen Zellen hin. Es ware somit denkbar, dass

diese Zellen alle von einer gemeinsamen Vorlauferzelle bzw. —zellpopulation abstammen
67,117

Es konnte gezeigt werden, dass alle Renin-positiven Zellen auch zugleich positiv fur GFP
waren (s. Abbildung 23). Vergleichbar mit der Renin, Cx40 sowie Akrlb7 mRNA Expression,

stieg auch die mRNA Expression von GFP unter Niedrigsalzdiat bereits an Tag 2 signifikant
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an (s. Abbildung 24A). Dies konnte entweder daran liegen, dass bei erhéhtem Bedarf an
Renin weitere Zellen zur Produktion von Renin angeregt werden, oder dass bereits Renin-
bildende Zellen proliferieren und es dadurch zu einer vermehrten GFP mRNA Expression
kommt. Es konnte auch sein, dass beide Méglichkeiten zutreffen. Unter Hochsalzdiat konnte
keine signifikante Verringerung der GFP mRNA Expression festgestellt werden. Dies liegt
wahrscheinlich daran, dass diejenigen Zellen, die einmal Renin exprimiert haben, auch
weiterhin konstitutiv GFP bilden, selbst wenn dort kein Renin mehr gebildet wird. Das
Ausbleiben des Riickgangs der GFP mRNA Expression unter Hochsalzdiat kénnte daher als
Indiz dafiir gewertet werden, dass die praglomerularen GFP exprimierenden Zellen bestehen
bleiben und nicht etwa durch Apoptose verschwinden, obgleich die Reninexpression und -
synthese zuriickgeht. Die Bestimmung der GFP mRNA Abundanz ist jedoch eher kritisch zu
bewerten, da, wie bereits erwéhnt, auch andere renale Strukturen wie Arterien und
Arteriolen, das Sammelrohrsystem sowie mesangiale und interstitielle Zellen GFP
exprimieren. Nachdem die Bestimmung der GFP mRNA Expression die ganze Niere erfasst,
kénnte ein Anstieg der mRNA Expression unter Niedrigsalzdiat auch auf eine erhéhte mRNA

Expression in anderen renalen Strukturen zurtickzufiihren sein.

Die Flache der praglomerularen GFP-positiven Zellfelder anderte sich, wie auch die Renin-
und Cx40-positiven praglomeruléaren Zellfelder, mit der Salzzufuhr. So kam es an Tag 2 der
Niedrigsalzdiat zu einer signifikanten Zunahme der GFP-positiven praglomerularen Zellfelder
um 37%. Im weiteren Zeitverlauf kam es zu einer maximalen Flachenzunahme um 46%.
Diese Flachenanderung entspricht in etwa auch derjenigen, die bereits fur Renin und Cx40
beobachtet wurde. Unter Hochsalzdiat kam es zu einer stetigen Abnahme der
praglomerularen GFP-positiven Zellfelder. Maximal konnte eine Flachenverkleinerung um
65% beobachtet werden. Diese Flachenanderung korreliert stark mit der Verringerung der
Cx40-positiven praglomerularen Zellfelder im Zeitverlauf der Hochsalzdiat, unterscheidet sich
aber von der Flachenanderung der Renin-positiven praglomerularen Zellfelder. Wahrend es
bei der Reninzellflache unter Hochsalzdiat zu einer Verringerung um bis zu 84% kam, konnte
fur Cx40 und GFP maximal ein Ruckgang um 55% bzw. 65% verzeichnet werden. Das
bedeutet, dass die Zellflachen, die positiv fir Cx40 und GFP sind, unter langandauernder
Hochsalzdiat groRer sind als die Reninzellfelder nach der Hochsalzdiat. Das gibt einen
deutlichen Hinweis darauf, dass vor allem die perivaskularen Renin-bildenden Zellen die
Expression und Synthese von Renin einstellen kénnen, aber trotzdem bestehen bleiben.
Dies wird vor allem in den immunhistochemischen Bildern in Abbildung 25 deutlich. Wahrend
sich die Flache der GFP-positiven praglomerularen Zellfelder unter Niedrigsalzdiat (A) im
Vergleich zur Normalsalzdiat (B) entsprechend wie die Reninzellfelder deutlich vergrol3erte,
wurden die GFP Felder unter Hochsalzdiat (C) zwar deutlich kleiner, gingen allerdings nicht

so stark zurlick wie die Reninzellfelder (F). Dies ist noch deutlicher in Abbildung 26 zu
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erkennen. Nach 6-wochiger Hochsalzdiat waren nur noch vereinzelt Renin-positive Zellen zu
sehen, wéhrend die GFP-positiven Zellen immer noch wie eine Art Manschette um die
afferente Arteriole herum angeordnet waren. Durch die DAPI-Farbung war die sehr hohe
Dichte der Zellkerne in diesem GFP-positiven praglomerularen Bereich gut zu erkennen. Es
scheint, als hatten die GFP-positiven praglomerularen Zellen die Produktion von Renin
aufgrund der Hochsalzdiat und des damit einhergehenden negativen Stimulus fur die

Reninexpression und -synthese eingestellt.

Eine weitere Methode zur Markierung der Reninzelllinie erfolgte durch die Verwendung des
mehrfarbigen stochastischen Reporters R26R-Confetti. Im Gegensatz zum mT/mG-Reporter,
wo die Zellen der Reninzelllinie GFP exprimierten, konnten die Zellen dabei einen von vier
Fluoreszenzmarkern exprimieren: nukledres grin fluoreszierendes Protein (nGFP),
zytosolisches rot fluoreszierendes Protein (RFP), zytosolisches gelb fluoreszierendes Protein
(YFP) oder membranstandiges cyan fluoreszierendes Protein (M-CFP) (s. Abbildung 9). Die
Wahrscheinlichkeit fiir die Expression der einzelnen Fluoreszenzmarker ist dabei theoretisch
gleich, wobei sich herausgestellt hat, dass NnGFP sehr viel seltener auftritt ***2. Dieses Modell
eignet sich vor allem dafiir, um Verwandtschaftsbeziehungen von Zellen und Zelltypen zu
verfolgen. So wurde dieses Modell herangezogen, um auch die Verwandtschaftsbeziehung
der perivaskularen Reninzellfelder in Aldosteronsynthase Knockout Mausen zu untersuchen.
Es konnte zunéchst festgestellt werden, dass sich die Confetti-positiven Zellen, &hnlich wie
bei der Renin- und GFP-Farbung in den Aldosteronsynthase ” x Renld-Cre x mT/mG
Tieren, im praglomeruldaren Raum in einer Art Manschette in mehreren Schichten um die
afferente Arteriole herum anordneten. Aul3erdem waren sie entlang der afferenten Arteriole
selbst zu finden (s. Abbildung 27A-C). Die praglomeruldren Confetti-positiven Felder waren
unter Niedrigsalzdiat stets erheblich groRBer als die Confetti-positiven Felder unter
Normalsalzdiat. Au3erdem schienen die einzelnen Zellen an sich gré3er und dicker zu sein
(A). Unter Hochsalzdiat waren nur noch wenige Confetti-positive Bereiche im
praglomerularen Raum. Die Zellen schienen zudem kleiner und schmaler zu sein als die
Zellen der praglomerularen Zellfelder unter Niedrig- bzw. Normalsalzdiat (C). Es waren stets
alle Farben (RFP, YFP und M-CFP) innerhalb der praglomerularen Zellfelder zu finden, egal
welche Salzdiat die Tiere erhalten hatten. Nukledres GFP war hingegen nur sehr selten zu
sehen. Die Tatsache, dass in den perivaskularen Confetti-positiven Feldern stets alle
fluoreszierenden Proteine zu finden waren, deutet darauf hin, dass die Zellen nicht von einer
einzigen gemeinsamen Vorlauferzelle abstammen, sondern dass die Zellen eventuell aus
verschiedenen Zellpopulationen hervorgegangen sind. Dies kdnnte wiederum bedeuten,
dass sich unterschiedliche Zelltypen wie etwa extraglomeruldre Mesangialzellen oder
interstitielle Zellen in perivaskulare Renin-bildende Zellen umwandeln konnten. Erschwert

wird die Interpretation durch den Umstand, dass in den Renin-bildenden Zellen die Cre-
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Rekombinase standig aktiv ist. Dadurch kann es in diesen Zellen immer zu einer Invertierung
an den entsprechenden loxP Stellen kommen. So kann die Farbe h&ufig zwischen nGFP und
YFP oder zwischen M-CFP und RFP wechseln. AuRerdem kommt erschwerend hinzu, dass
keine weitere Koféarbung, wie etwa fir Renin, gemacht werden kann, da bereits 4
Fluorochrome benutzt werden. Dennoch konnte in diesem Modell eindeutig eine
VergrofRerung unter Niedrigsalzdiat bzw. eine Verringerung unter Hochsalzdiat beziglich der

praglomerularen Confetti-positiven Felder beobachtet werden.

Um auszuschlieBen, dass die Zunahme der Flache der praglomeruldren Renin-bildenden
Zellen durch eine Vermehrung der Zellen durch Proliferation zustande kommt, wurde ein
Proliferationsassay durchgefiihrt. Dabei wurden Immunfluoreszenzfarbungen fir GFP und
den Proliferationsmarker Ki-67 verwendet (s. Abbildung 28). Sowohl in frlihen Stadien des
Zeitganges der Niedrigsalzdiat, als auch zu spateren Zeitpunkten, konnten keine Ki-67
positiven Zellen innerhalb der praglomerularen GFP-positiven Zellfelder beobachtet werden.
Dies bestatigt den Verdacht, dass die Zunahme der GFP-Felder unter Niedrigsalzdiat nicht
durch Zellteilung und eine damit einhergehende erhdhte Anzahl Renin-bildender, GFP-
positiver Zellen zustande kommt. Auch die Abnahme der Zellkerndichte im Zeitverlauf der
Niedrigsalzdiat deutet daraufhin, dass lediglich einzelne Zellen mehr Renin bilden und sich
dadurch vergréRern (s. Abbildung 30). Es zeigte sich, dass die Kernzahl pro um? GFP-
positiver praglomerulérer Zellflache unter Niedrigsalzdiat abnahm. Das deutet darauf hin,
dass mit steigender Flache GFP-positiver praglomerulérer Zellfelder die Anzahl der Zellkerne
innerhalb dieses Feldes gleich bleibt. Wirden durch Proliferation mehr Zellen entstehen,
wirde die Zellkerndichte entweder gleich bleiben oder sogar ansteigen. So weisen diese
beiden Befunde eindeutig darauf hin, dass keine Zellteilung und somit kein Anstieg der

Zellzahl unter Niedrigsalzdiat bzw. einer Stimulation des RAAS stattfindet.

Trotzdem ware es denkbar, dass unter Hochsalzdiat und somit einem verminderten Bedarf
an Renin die Renin-bildenden Zellen durch apoptotische Vorgange verschwinden kdnnten,
weshalb ein Apoptoseassay durchgefihrt wurde. Dabei wurde die TUNEL-Methode
verwendet. Wie auch fir den Proliferationstest konnten hier, sowohl in frihen Stadien des
Zeitganges der Hochsalzdiat, als auch zu spateren Zeitpunkten, keine TUNEL positiven und
somit apoptotischen Zellen innerhalb der praglomerularen GFP-positiven Zellfelder
beobachtet werden (s. Abbildung 29). Daher kann der durch erhdhte Salzkonzentration
hervorgerufene Rlckgang der GFP-positiven praglomerularen Zellfelder durch Apoptose
ausgeschlossen werden. Dieser Befund wird dadurch bekréftigt, dass die Zellkerndichte
innerhalb dieser praglomerularen GFP-positiven Zellfelder unter Hochsalzdiat zunahm (s.
Abbildung 30). Wirden Zellen durch Apoptose verschwinden, ware die Zellkerndichte

entweder gleich geblieben oder hétte abgenommen. So spricht eine Zunahme der
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Zellkerndichte unter Hochsalzdiat im Vergleich zu der Zellkerndichte unter normalen
Salzbedingungen dafiir, dass nur die GFP-Flache abnimmt, die Anzahl der Zellkerne

innerhalb dieser Flache allerdings gleich bleibt.

Zusammenfassend konnte also in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in Aldosteronsynthase
Knockout Mausen, potenziell zur Reninproduktion befahigte Zellen, als Zellanlagen bereits
vorhanden sein mussen, und dass diese Zellen wahrscheinlich zumindest teilweise dem
extraglomeruldaren Mesangium angehoren. Die Tatsache, dass in den perivaskuldaren
Confetti-positiven Feldern stets alle fluoreszierenden Proteine zu finden waren, deutet darauf
hin, dass die Zellen wahrscheinlich nicht von einer einzigen gemeinsamen Vorlauferzelle
bzw. Zellpopulation abstammen, sondern dass die Zellen eventuell aus verschiedenen
Zellpopulationen hervorgegangen sind. Dies kdnnte wiederum bedeuten, dass sich
unterschiedliche Zelltypen der Niere wie extraglomeruldre Mesangialzellen oder interstitielle
Zellen in perivaskulare Renin-bildende Zellen umwandeln kénnten. Eine Beteiligung von
Zellproliferation oder Apoptose bei der salzbedingten Anderung der Reninexpression und -

synthese konnte hingegen ausgeschlossen werden.
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Die Aspartylprotease Renin, welche von dem juxtaglomeruldren Apparat der Niere
freigesetzt wird, ist als Schlisselenzym des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
mal3geblich an der Homoostase des Salz- und Wasserhaushaltes und damit auch an der
Regulation des Blutdrucks beteiligt. Unter normalen nicht-pathologischen Bedingungen sind
nur wenige Renin-bildende Zellen typischerweise innerhalb der Media-Schicht der afferenten
Arteriole an juxtaglomerularer Position zu finden. Durch eine starke Stimulation des RAAS
oder genetisch bedingte Defekte innerhalb der RAAS-Kaskade (z.B. bei einem
Aldosteronsynthase Knockout), kann es hingegen zu einer Rekrutierung von Renin-
bildenden Zellen kommen. Dies kann in Form einer Reninzellhyperplasie stattfinden. Dabei
ordnen sich Renin-produzierende Zellen in mehrschichtigen Zelllagen um die
praglomerularen Gefal3e an. Es ist noch wenig Uber die Herkunft dieser zusatzlichen Renin-
bildenden Zellen bekannt. Ziel dieser Arbeit war es, die Salzabhangigkeit dieser
perivaskularen Renin-bildenden Zellen zu untersuchen, um einen Anhaltspunkt dartber zu
erhalten, ob sie bei erhdhtem Bedarf an Renin (Niedrigsalzdiat) durch Proliferation bereits
bestehender Renin-bildender Zellen neu entstehen oder ob sie durch Transformation aus
anderen renalen Zelltypen hervorgehen kdnnen. AuB3erdem sollte geklart werden, ob, bei
vermindertem Bedarf an Renin (Hochsalzdiat), die perivaskularen Renin-bildenden Zellen

durch Apoptose verschwinden, oder lediglich die Produktion von Renin einstellen.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass potenziell zur Reninproduktion befahigte
Zellen in Aldosteronsynthase Knockout Mausen als Zellanlagen bereits vorhanden sein
miissen. Dies zeigte sich zum einen an der Tatsache, dass die Anderung der Renin mRNA
Abundanz, der Plasma-Renin-Konzentration sowie der Flache praglomeruldrer Renin-
bildender Zellen und der Quantitat des Reninproteins, in sehr kurzer Zeit nach Anderung der
Salzzufuhr stattfand. Zum anderen wurden auch mit Renin koregulierte Gene, wie Connexin
40, Aldose-Ketose-Reduktase 1b7 oder Cyclooxygenase-2 in vergleichbarem MalRe mit dem
Reningen in Abhangigkeit von der Salzdiat koreguliert. Auch die Tatsache, dass die Renin
MRNA Abundanz und die Reninsekretion auch nach langerer Zeit der salzbedingten
Suppression wieder auf gleiche Weise reinduziert werden konnten, tragt zu der Annahme
bei, dass die erhohte Reninexpression und —synthese auf entsprechende bereits vorhandene
Zellanlagen zurlckzufuhren ist. Dies wurde vor allem an der Methode der isoliert-
perfundierten Niere deutlich, bei der die Reninsekretionsrate eines 14 und 28 Tage lang mit
Hochsalzdiat supprimierten Tieres nach darauffolgender starker Stimulation des RAAS
innerhalb von wenigen Minuten die gleiche Reninsekretionsrate erreichte, wie bei einem Tier,

das eine Normalsalzdiat erhalten hatte. Dies deutet stark auf ein Vorhandensein
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entsprechender Zellen hin, die zur Expression und Synthese von Renin fahig sind, und
weniger auf Zellproliferation, da proliferierende Prozesse mehr Zeit in Anspruch nehmen
wirden. Aul3erdem konnte mit Hilfe eines Proliferationsassays gezeigt werden, dass
innerhalb der Zellen, die der Reninzelllinie angehérten, unter Niedrigsalzdiat keine
Proliferation stattfand. Dass diese Zellen unter Hochsalzdiat auch weiterhin erhalten blieben,
konnte durch einen Apoptoseassay gezeigt werden. Dabei konnten in den Feldern der
Reninzelllinie unter Hochsalzdiat keine apoptotischen Zellen gefunden werden. Auch die
Tatsache, dass die Zellkerndichte unter Niedrigsalzdiat im Zeitverlauf abnahm und unter
Hochsalzdiat zunahm, deutet darauf hin, dass sich die Anzahl der Kerne pro
praglomerularem Feld nicht veréanderte, sondern, dass lediglich dessen Flache zu- bzw.
abnahm. Dieses Ergebnis wird bestarkt durch die immunhistochemische Férbung eines 6
Wochen lang mit Hochsalzdiat geflitterten Tieres, bei dem die GFP-positiven Felder der
Reninzelllinie dicht gepackt waren mit DAPI-positiven Zellkernen. Aus dieser Abbildung ging
aulerdem deutlich hervor, dass nur noch vereinzelt Renin-positive Zellen im
praglomerularen Bereich vorhanden waren, aber noch sehr viele Zellen, die GFP-positiv
waren. Das bedeutet, dass diese GFP-positiven Zellen wahrscheinlich einmal Renin
produziert haben, durch den verminderten Bedarf an Renin (Hochsalzdiat) die
Reninproduktion allerdings eingestellt haben, und anschlieRend als eine Art ,Reservezellen®
bestehen blieben. Interessanterweise ergab sich ein sehr &hnliches Bild fir die
immunhistochemische Farbung von Connexin 40, bei der ebenfalls nach 6-wochiger
Hochsalzdiat kaum noch Renin-positive Zellen aber noch viele Cx40-positive Zellen im
praglomerularen Raum zu finden waren. Dies konnte auch durch die Bestimmung der
Flachen der Renin- bzw. Cx40-positiven praglomerularen Zellfelder gezeigt werden. Dabei
zeigte sich, dass nach lang andauernder Hochsalzdiat noch deutlich groRere Cx40-positive
Zellfelder im praglomeruldaren Raum vorhanden waren, verglichen mit den Renin-positiven
Feldern. Dies lasst den Schluss zu, dass diese Zellen, die in der Aldosteronsynthase-
defizienten Maus dazu fahig sind, bei Bedarf Renin zu produzieren, Zellen des
extraglomeruldaren Mesangiums sein konnten. Die Tatsache, dass in den perivaskularen
Confetti-positiven Feldern stets alle fluoreszierenden Proteine zu finden waren, deutet darauf
hin, dass die Zellen wahrscheinlich nicht von einer einzigen gemeinsamen Vorlauferzelle
bzw. Zellpopulation abstammen, sondern dass die Zellen eventuell aus verschiedenen
Zellpopulationen hervorgegangen sind. Dies konnte wiederum bedeuten, dass sich
unterschiedliche Zelltypen der Niere wie etwa extraglomeruldre Mesangialzellen oder

interstitielle Zellen in perivaskulare Renin-bildende Zellen umwandeln kénnten.
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7.1 Abklrzungsverzeichnis

a-SMA a-Glattmuskelaktin

Mg Mikrogramm

i Mikroliter

Mm Mikrometer

AC Adenylatzyklase

ACE Angiotensin I-Converting-Enzyme
ACTH adrenocorticotropes Hormon

ADH Antidiuretisches Hormon

AKR Mitglieder der Aldose-Ketose-Reduktase Familie
AKR1B7 Aldose-Ketose-Reduktase 1B7

ANG | Angiotensin |

ANG I Angiotensin Il

ANP atriales natriuretisches Peptid

AT;-R Angiotensin II-Rezeptor Typ 1

ATF activating transcription factor

BCA Bicinchoninsaure (2,2’-Bichinolin-4,4’-dicarbonsaure)
BSA Bovines Serum Albumin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
M-CFP membranstandiges zyan fluoreszierendes Protein
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat

Cr Chlorid

COX-2 Cyclooxygenase 2

CRE cAMP response element

CREB cAMP response element binding protein
Cx40 Connexin 40

cypllb2 Aldosteronsynthasegen

d Tag

DAPI 4' 6-Diamidin-2-phenylindol

DCV dense core vesicle

ECL enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ENaC endothelialer Natrium-Kanal
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EP,, EP,
ER
FACS
GAPDH
GFP
GFR
HCI

HS

IPN
JG
K*
kDA
Ki-67

MD
MHC
mM
MR
mV

Na*
NADPH
NaOH
NCC
ng
NKCC2
nm
nNOS
NO

NP
NS-398
PBS
PCR
pCREB
PDE
PFA
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Prostanoidrezeptoren

endoplasmatisches Retikulum
fluorescence-activated cell sorting
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
grun-fluoreszierendes Protein

glomerulére Filtrationsrate

Salzsdure

Pferdeserum

Prostanoidrezeptor

isoliert-perfundierte Niere

juxtaglomerular

Kalium

kilo-Dalton

Marker fur proliferierende Zellen (vorhanden in G-, G-, S- und M-
Phase des Zellzyklus)

Macula Densa

myosin heavy chain

millimolar (mmol/l)
Mineralokortikoid-Rezeptor

Millivolt

Anzahl

Natrium
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
Natronlauge

Natrium-Chlorid-Kotransporter

Nanogramm

Natrium-Kalium-2 Chlorid-Kotransporter
Nanometer

neuronale NO-Synthase

Stickstoffmonoxid

natriuretische Peptide

pharmakologischer Hemmstoff der Cyclooxygenase-2
phosphate buffered saline
Polymerasekettenreaktion

phosphorylated cAMP response element-binding protein
Phosphodiesterase

Paraformaldehyd
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pGC particulate guanylyl cyclase

PGE, Prostaglandin E,

PGH, Prostaglandin H,

PGl, Prostazyklin

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PRC Plasma-Renin-Konzentration

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

RFP rot-fluoreszierendes Protein

RIA Radioimmunoassay

ROMK renal outer medullary potassium channel
rpm revolutions per minute

RT Reverse Transkriptase

RT Raumtemperatur

RT-PCR Real-time PCR

SC-58236 pharmakologischer Hemmestoff der Cyclooxygenase-2
SDS Dodecylsulfat Natriumsalz

sGC soluble guanylyl cyclase

SGK1 serum and glucocorticoid inducible kinase 1
TAE Tris-Acetat-EDTA (Puffer)

TALH dicker aufsteigender Ast der Henleschleife
TRITC Tetramethylrhodamin Isothiozyanat

TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
UTR untranslated region

UN uber Nacht

Vv Volt

Verd. Verdinnung

VSMC vascular smooth muscle cell

WT Wildtyp
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