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Einleitung

I. Einleitung

»In der Niere wird eine blutdrucksteigernde Substanz gebildet und dem Blute iibergeben
[91]. Diese Schlussfolgerung zogen Tigerstedt und Bergman aus Versuchen in denen sie
einem gesunden Kaninchen einen Gewebeextrakt aus Kaninchennieren injizierten, worauf bei

diesem der arterielle Blutdruck deutlich anstieg.

Nach diesem ersten Nachweis des Renins aufgrund dessen  systemischer,
blutdrucksteigernder Wirkung, folgte in den néchsten Jahrzehnten die Identifizierung der
einzelnen Komponenten des plasmatischen Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)
und dessen renaler wie auch extrarenaler Bildungs- und Wirkungsorte, sowie dessen

Regulationsmechanismen, sogar auf molekularer Ebene [87].

Die eminente Bedeutung dieses plasmatischen und damit systemisch wirkenden, endokrinen
Systems fir die Elektrolyt- und Wasserhomoostase sowie flr den Gefalitonus und somit fur
die Regulation des arteriellen Blutdrucks fuhrte auch zur Einflhrung von Pharmaka, die in
das RAAS eingreifen. Heute sind die ACE-Hemmer oder Angiotensin-Rezeptor-Antagonisten
Erstlinien-Medikamente zur Therapie des arteriellen Hypertonus. Zudem sind Hemmstoffe
des RAAS auch zu einer unverzichtbaren Komponente einer modernen

Herzinsuffizienztherapie geworden [45].

Neben dem  systemisch  wirkenden  Renin-Angiotensin-Aldosteron-System,  das
phanomenologisch mittlerweile gut verstanden ist und das seinen Ursprung in der Freisetzung
von Renin aus reninbildenden Zellen, die in den afferenten Arteriolen der Nierenkdrperchen
lokalisiert sind, hat, existieren auch lokale, also gewebsstandige Renin-Angiotensin-Systeme.
Im Besonderen zeigte sich eine Aktivierung eines lokalen intrarenalen Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems als Folge eines unphysiologischen bzw. pathologischen Zustandes wie
etwa eines Diabetes mellitus oder eines renin-abh&ngigen Hypertonus. Als Quelle des Renins
zeigte sich hier der Tubulusapparat der Niere, insbesondere das Sammelrohr [42].
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Obwohl gesichert ist, dass Renin auch im Tubulussystem der Niere und in extrarenalen
Geweben, wie der Nebenniere, exprimiert wird, sind wesentliche Fragen zur Bildung und
Freisetzung von Renin aus diesen Quellen vollig unklar. Um die Regulation der
Reninsynthese in Tubuluszellen und Nebenniere auf zellulérer Ebene besser verstehen zu

konnen, war das Ziel dieser Arbeit, geeignete Zellkulturmodelle zu etablieren.

1. Histologie und Physiologie der Niere

Da der Schwerpunkt dieser Arbeit vor allem im Bereich des Sammelrohres, der Nebennieren
und des RAAS liegt, wird in diesem Abschnitt ein, zum Verstandnis wichtiger, Uberblick

Uber anatomische und physiologische Zusammenhénge gegeben.

In ihrer Funktion als Ausscheidungsorgane bilden die beiden Nieren den Harn. Neben der
Regulation des Wasser-, Séure-, Basen- und Elektrolythaushaltes ist die Ausscheidung
harnpflichtiger Stoffwechselprodukte einer der Schlisselaufgaben der renalen Funktion.
Zudem nimmt die Niere endokrin Einfluss auf die Erythropoiese und auf den systemischen
Blutdruck.

1.1 Mikroskopischer Aufbau

In einem Langsschnitt durch eine Niere, welche paarig und in retroperitonealer Lage bei
Saugern vorkommt, l&sst sich rein makroskopisch schon eine Zonierung erkennen. Ein
dunkler gefarbter Randbereich, die Nierenrinde (Cortex renalis) grenzt sich von einem nach
innen, zum Nierenbecken (Pyelon) hin, heller werdenden Nierenmark (Medulla renalis) ab.
Nierenrinde und Nierenmark umgeben den Sinus renalis. In diesem befinden sich das

Kelchsystem, das Nierenbecken, Fettgewebe sowie die grolRen Blutgefalie.

Die funktionelle Baueinheit der Niere ist das Nephron. Dieses besteht aus dem kortikal
gelegenen  Nierenkdrperchen  (Corpusculum  renale), einem  Kapillarknduel —mit
Epitheliiberzug, und den unverzweigten Nierentubuli, die sich schlieRlich in das Sammelrohr
entleeren. In einer menschlichen Niere variiert die Anzahl der Nephronen zwischen 600.000
und 1,2 Millionen.
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Jedes Nierenkorperchen wird Uber eine Arteriola afferens mit Blut gespeist. Dieses Vas
afferens verzweigt sich im Glomerulus in ein Knduel speziell gestalteter Kapillaren. Ein Vas
efferens leitet das Blut nach der ,,Glomeruluspassage™ wieder ab. An das Nierenkorperchen
schlieRt sich das Tubulussystem an, das mit der Bowman-Kapsel, welche als zweiblattrige
Struktur gewachsen ist, beginnt. Im Raum zwischen den beiden Blattern, Kapselraum
genannt, wird der Primdrharn als Ultrafiltrat des Plasmas, welches im Glomerulus erzeugt
wird, abgegeben. Auf der dem Glomerulus gegeniber liegenden Flache der Bowman-Kapsel
kann der Primérharn den Kapselraum in Richtung des Tubulus-Systems verlassen. Der
proximale Tubulus, welcher sich an die Bowman-Kapsel anschlieft, geht in eine
haarnadelférmige Schleife, die Henle-Schleife, (ber. Diese Struktur wird aus den
intermediéren und distalen Tubuli gebildet und mindet Gber einen Verbindungstubulus in das
Sammelrohr. Diese Tubuli renales colligentes konvergieren im Bereich des inneren Marks
mehrfach und erreichen als Ductus papillares die Papillenspitze, aus welcher der endgiiltig
konzentrierte Harn nach Filtration, Sekretion und Reabsorption im Nephron und Sammelrohr
in das Nierenbecken flieRt [98, 100]. Ein morphologisches Charakteristikum der Sammelrohre

sind die mehrfachen Verzweigungen, bedingt durch die Einmindungen der distalen Tubuli.

1.2 Physiologie

In den Glomerula werden ca. 100 ml/min, d.h. 150 I/Tag Primarharn filtriert, worauf im
nachgeschalteten Tubulussystem ein GroRteil des filtrierten Wassers und der darin geldsten
Substanzen wieder reabsorbiert wird. Zudem kommt es auch zu einer Sekretion von Stoffen
aus dem Blut in die Tubulusflissigkeit. Im Prinzip werden im Bereich des proximalen
Tubulus und der Henle-Schleife groRe Flissigkeitsmengen transportiert, wéahrend in den
distalen Abschnitten des Nephrons sowie dem Sammelrohr die Feineinstellung der
Harnbildung vorgenommen wird. Eine entscheidende Voraussetzung fiir den genannten
Prozess der Filtration in den Glomerula ist die Nierendurchblutung, welche durch
verschiedene Autoregulationsmechanismen konstant gehalten wird. Neben der myogenen
Vasokonstriktion ist der tubuloglomeruldre Feedbackmechanismus zu nennen. Die
funktionstragenden Strukturen dieses Mechanismus sind zum einen die Macula densa, ein
kleiner Epithelbereich im distalen Tubulus, dort lokalisiert wo dieser mit dem Vas afferens
seines Nierenkorperchens in Kontakt tritt, zum anderen sind es die extraglomeruldren

Mesangiumzellen. Es wird der NaCl-Gehalt perzipiert,



Einleitung

wobei es bei einer zu hohen NaCl-Konzentration zu einer Vasokonstriktion der Arteriola
afferens kommt. Damit sinkt der Filtrationsdruck im Glomerulum und die glomeruldre
Filtrationsrate (GFR) nimmt ab.

Gelangt der Primérharn vom Corpusculum renale in den proximalen Tubulus so findet dort
ein ,,Massentransport™ statt, wobei ein Grofteil des filtrierten Wassers und Bikarbonates
rickresorbiert wird. Uber Natrium-gekoppelte Symport-Transportprozesse werden u.a.
Aminoséuren, Laktat und Glukose tber die luminale Membran absorbiert und basolateral

wieder dem Blutstrom zugefhrt.

Eine der Hauptaufgaben der Henle-Schleife ist die Harnkonzentrierung. Dazu wird in der
absteigenden und diinnen aufsteigenden Henle-Schleife ein hyperosmolares Nierenmark

erzeugt.

Die Nieren konnen, abhéngig vom aktuellen Salz- und Wasserhaushalt, einen im Vergleich
zur Plasmaosmolaritat (ca. 270 mosmol/l), hypo- (50 mosmol/l), iso- oder auch
hyperosmolaren (1.200 mosmol/l) Urin produzieren, um die lebensnotwendige
Plasmahomoostase zu gewahrleisten. Unter dem endokrinen Einfluss des antidiuretischen
Hormons (ADH) kommt es am Sammelrohr cAMP-abhéngig zum Einbau von Aquaporin-2
Kanalen in der luminalen Plasmamembran. Wasser kann nun, dem osmotischen Gradienten
folgend, aus der Tubulusflissigkeit ins hyperosmolare Nierenmark gelangen und dadurch
rickresorbiert werden. Es kommt durch diesen Anti-Diurese-Mechanismus zu einer
Aufkonzentrierung des im Tubulus verbleibenden Harns. Dartber hinaus nimmt die Niere
uber ihre endokrinen Stoffwechselfunktionen Einfluss auf die Hamatopoiese und die
Blutdruckregulation Gber das RAAS.

Uber die Hydroxylierung von 1,25-Hydroxycholekalziferol zu Kalzitriol, was den
abschlieBenden Schritt der Kalzitriolsynthese darstellt, nimmt die Niere Einfluss auf den

Kalziumhaushalt und die Mineralisierung der Knochen [82].
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2. Histologie und Physiologie der Nebenniere

Die Nebennieren setzen sich aus zwei entwicklungsgeschichtlich und funktionell
unterschiedlichen Bestandteilen zusammen. Zum einen die auBen liegende Nebennierenrinde,

zum anderen das innen liegende Nebennierenmark.

Die Nebennierenrinde gliedert sich in drei Zonen. Die aul3en liegende Zona glomerulosa, zur
Mitte geht diese in die Zona fasciculata tber, markwarts folgt die Zona reticularis, welcher
sich der Ubergang ins Nebennierenmark anschliet. Alle drei Zonen verbindet funktionell die
physiologische Aufgabe der Steroidhormonsynthese aus dem Grundsubstrat Cholesterol. Die
Zona glomerulosa synthetisiert das Mineralokortikoid Aldosteron. Die Zona fasciculata bildet
Glukokortikoide, insbesondere das Kortisol. Die Synthese der Glukokortikoide wird durch die
hypothalamisch-hypophysare Achse reguliert. Dies wird insbesondere durch das aus der
Adenohypophyse stammende Kortikotropin (ACTH) vermittelt. In der Zona reticularis
werden neben Glukokortikoide auch Androgene wie etwa das ,,.Dehydroepiandrosteron®
gebildet, welches in den Gonaden geschlechtsspezifisch, beispielsweise zu Testosteron oder

auch Ostrogenen enzymatisch umgewandelt wird.

Das Nebennierenmark kann als ,.endokrine Variante® eines sympathischen Ganglions
angesehen werden. Es besteht aus modifizierten sympathischen Neuronen und bildet die

Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin [98].

3. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Durch eine Abfolge proteolytischer Aktivierungen steuert das RAAS die Blutdruckeinstellung

und die Salz- bzw. Wasserhomdostase [97].

Renin, eine Aspartat-Protease, wird durch die granulierten juxtaglomeruldren Zellen (JG-
Zellen), die in der Wand der glomeruldren Arteriola afferens gelegen sind und einen
Bestandteil des juxtaglomeruldren Apparates darstellen, synthetisiert. Zunéchst wird im
Rahmen der Synthese das Pra-Prorenin gebildet. Nach dem Erreichen des endoplasmatischen
Reticulums und Abspalten des Signal-Peptides, wird es zum Prorenin, einer enzymatisch

inaktiven Vorstufe [87]. Die weitere Prozessierung erfolgt tiber den Golgi-Apparat.
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Hier wird das Prorenin in Sekretionsvesikel verpackt. Uber diese wird Prorenin entweder iber
sog. ,,Clear vesicles* konstitutiv sezerniert, d.h. ohne regulierte Exozytose nach extrazellulér
transportiert oder Prorenin wird in spezialisierten Vesikeln durch Enzyme wie die Prohormon-
Konvertase und Catepsin B [59, 68, 72] zu aktivem Renin gespalten. Dieses biologisch aktive

Renin wird reguliert endokrin sezerniert und entfaltet so seine systemische Wirkung.

Juxtaglomerular cell

Endoplasmic Golyi apparatus Clear Constitutive pathway
reticulum vesicles A

/

Inactive

o

Nucl Proconvertase
uciely © cathepsins
Active
© renin
mRNA

Pre-Pro-renin Glycosylation Prota

of Pro-renin granules
Pro-renin Tagging for rgulatec thwa

regulated pathway 1)/

Abb. 1: Synthese und Sekretion von Renin und Prorenin

(aus: Schweda, et al., Physiology, 2007, 22, S. 311 [87])

Als weitere Komponente des RAAS ist das Angiotensinogen aufzufuhren. Angiotensinogen
ist ein hepatisch synthetisiertes Glykoprotein, von dem im Plasma durch Renin ein
Dekapeptid, das Angiotensin |, abgespaltet wird. Die enzymatische Kaskade des RAAS wird
durch das in Niere, Leber und v.a. in der Lungenstrombahn gebildete angiotensin-converting-
enzyme (ACE) fortgesetzt. ACE spaltet in seiner Funktion als Protease zwei weitere
Aminosauren ab und wandelt so Angiotensin | zu Angiotensin Il um (Ang |1, ein Oktapeptid).

10
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Als ,,Mediator* [82] des RAAS nimmt Angiotensin Il nun direkt und indirekt Einfluss auf den
systemischen Blutdruck sowie die Salz- und Wasserhomdostase. Angiotensin Il vermittelt
seine Wirkung uber membranstandige Angiotensin 1I-Typ-1-Rezeptoren (AT1-Rezeptor) und
fuhrt neben einer Natriumresorption im proximalen Tubulus, einer Férderung von Durst und
Salzappetit auch zu einer zentralen Freisetzung von ADH. Die Induktion der
Aldosteronfreisetzung in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde und die Vermittlung
einer systemischen Vasokonstriktion in verschieden Stromgebieten, sind aufgrund ihrer

grof3en biologischen Bedeutung als ,,die Haupteffekte* des Angiotensin II zu sehen.

Die Angiotensin 1I-Wirkungen, vermittelt Gber den AT1-Rezeptor, nehmen im Hinblick auf
die Regulation von GeféaRtonus sowie die Beeinflussung von Blutdruck und Salz- bzw.
Wasserhaushalt die zentrale Rolle ein. Daneben bindet Angiotensin Il auch an Typ-2, Typ-3
Rezeptoren und an Angiotensin 1V binding sites. [19, 43]. Der AT1-Rezeptor ist in seiner
Struktur ein GPCR (G-protein-coupled-receptor) [95], dabei ist die transmembrandre Doméne
mit einem G-Protein gekoppelt, das bei Aktivierung durch Ligandenbindung die
Inositoltriphosphat-Kaskade in Gang setzt. Dies fiihrt letztendlich zu einer Freisetzung von
Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum wund zu einer Erhohung der

zytoplasmatischen Kalziumkonzentration [43, 82].

Aldosteron, ein Steroidhormon wird in der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde aus dem
Baustein Cholesterol gebildet. Die Synthese und Freisetzung des Mineralokortikoids wird
durch Angiotensin |1, eine Hyperkalidmie sowie niedrige plasmatische Natriumkonzentration

stimuliert.

11
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Abb. 2: Schematische Darstellung des RAAS

(erstellt nach Lillmann, Mohr, Hein, Pharmakologie und Toxikologie, 2010, S. 134-138 [55]
und Schmidt, Lang, Heckmann, Physiologie des Menschen, 2010, S. 674 [82])
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3.1 Wirkungen des Aldosterons

Der als Steroid-Rezeptor intrazellular bzw. zytosolisch vorkommende und bei
Ligandenbindung intranukledr wirkende Aldosteron-Rezeptor vermittelt bei Aktivierung
hauptséchlich die Synthese und den Einbau von epithelialen Na-Kandlen (ENaC) in die

luminale Zellmembran von Sammlerohr und distalem Tubulus [25, 56].

3.2 Die Regulation des zirkulierenden RAAS

Zum einen nehmen lokal wirkende Mechanismen Einfluss auf die Reninsekretion, zum
anderen sind es systemische Faktoren, welche die Reninsynthese und die Exozytose

beeinflussen.

3.2.1 Lokale Regulationsmechanismen des RAAS

Bei der lokalen Steuerung der Reninsekretion sind verschiedene renale Strukturen beteiligt.
Die Macula densa detektiert die Kochsalz-Konzentration der Tubulusfliissigkeit im distalen
Tubulus des Nephrons und hemmt bei einem Anstieg der tubuldren NaCl-Konzentration die
Reninfreisetzung. Eine Abnahme der NaCl-Konzentration hat entsprechend den gegenteiligen
Effekt. Die Kommunikation zwischen Macula densa Zellen und den reninproduzierenden JG-
Zellen, die in diesem Bereich benachbart angeordnet sind, erfolgt Uber Prostaglandine,
Stickstoffmonoxid (NO) und Adenosin bzw. Adenosintriphosphat (ATP) [10].

Beta-1-Adrenorezeptoren, die von reninproduzierenden JG—Zellen exprimiert werden, bilden
die molekulare Grundlage fiir eine neuronale Regulation der Reninfreisetzung [7]. Nach
Aktivierung von Beta-1-Adrenorezeptoren durch Katecholamine kommt es zu einer Erhdhung
der zytosolischen Konzentration von cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP). Dieser

,,second messenger ist der zytosolisch wirkende Hauptstimulus der Reninfreisetzung [10].

13
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3.2.2 Systemische Regulationsmechanismen der Reninsynthese und —sekretion

Neben den bereits skizzierten lokalen Regulationsmechanismen nehmen systemische
Mechanismen Einfluss auf die Reninbildung und -freisetzung. Ein grundlegendes Prinzip, das
sich bei naherer Betrachtung der systemischen Regelkreise herausbildet, ist ein negativer
Feedback-Mechanismus [10]. Die bestimmenden Einflussfaktoren sind dabei der systemische
Blutdruck bzw. der renale Perfusionsdruck, die Salzaufnahme und endokrin wirkende
Mediatoren.

Im Jahre 1997 wurde gezeigt, dass nicht der renale Blutfluss, sondern der renale
Perfusionsdruck die entscheidende Einflussgrofie darstellt, tiber die der systemische Blutdruck
die Reninsynthese und —sektretion moduliert [64]. Ein Anstieg des Perfusionsdrucks in den
Nieren bewirkt eine Abnahme der Reninbildung und —freisetzung an den JG-Zellen. Dagegen
fihrt eine Verminderung des systemischen Blutdrucks und somit auch des renalen
Perfusionsdrucks zu einer vermehrten Bildung und Freisetzung von Renin [94]. Dieser
Regelkreis grundet auf zwei entscheidenden, im Nierengewebe ablaufenden Vorgéangen. Ein
steigender systemischer Blutdruck fuhrt kurzfristig zu einem steigenden glomeruldren
Perfusionsdruck und dadurch zu einer erhdhten Kochsalzbeladung des Tubulussystems. Kann
dies nicht durch gesteigerte Reabsorption ausgeglichen werden, steigt die
Kochsalzkonzentration im Bereich der Macula densa Zellen im distalen Tubulus an und die

Reninsekretion aus den JG-Zellen wird gehemmt.

Weitgehend unabhingig von dem ,,Macula densa — Mechanismus® nimmt der systemische
Blutdruck uber renale Barorezeptoren Einfluss auf die Reninsynthese und -freisetzung. Auch
wenn die genaue Lokalisation der renalen Barorezeptoren bisher noch nicht identifiziert
werden konnte, so sind diese Zellen, die den Perfusionsdruck perzepieren, in der Arteriola
afferens zu vermuten. Sinkt der renale Perfusionsdruck unter einen bestimmten Grenzwert ab,

kommt es zu einer Stimulation der Reninsynthese und deren endokriner Sekretion [46].

Nicht zuletzt Gbt das sympathische Nervensystem als ein weiterer extrarenaler Faktor einen
bedeutenden Einfluss auf die Reninbildung und -freisetzung aus. Das vegetative
Nervensystem integriert Informationen beispielsweise Uber Afferenzen aus dem

kardiovaskulédren System kommend oder auch aus hoheren kortikalen Zentren stammend und

14
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wird dadurch in seiner Aktivitdt moduliert. So konnen diese extrarenal gelegenen
Organsysteme Uber sympathische Efferenzen unmittelbaren Einfluss auf die Reninproduktion

und —sekretion in den JG-Zellen nehmen [92].

Eine sympathikotone Reaktion fiihrt in der Niere zu einer erhéhten Reninsekretion, zu einer
Vasokonstriktion der glomeruléren Arteriolen und folglich zu einer niedrigeren glomerularen
Filtrationsrate (GFR), welche eine Abnahme der Natriurese bedingt [18, 52, 58, 10]. Als
Konsequenz einer erhdhten Reninsekretion, dem regulativen Element der RAAS-Kaskade,
kommt es auflerdem zu Angiotensin Il abhangigen biologischen Effekten [51]. Eine zentrale
Rolle in diesem neuronalen Regelkreis zur Regulation des systemischen Blutdrucks nehmen
die Afferenzen aus den aortalen Barorezeptoren ein. Werden diese im Versuch deaktiviert,
kommt es zu einer Erhthung des Sympathikotonus, ahnlich wie bei einem Blutdruckabfall

8].

Desweiteren wird die Aktivitat des zirkulierenden Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems
durch die Salzaufnahme reguliert. Dabei erhoht eine geringe Salzaufnahme die Reninsynthese
und -freisetzung, eine vermehrte Salzaufnahme vermindert die Reninbildung und —sekretion
in den JG-Zellen [94]. Eine genaue Identifizierung der Mechanismen, welche die Modulation
des RAAS, abhéngig von der Salzzufuhr vermitteln, gelang bisher noch nicht. Auch wenn
bereits bekannte Vorgédnge wie etwa der Macula densa-Mechanismus oder der renale
Sympathikotonus daflr verantwortlich scheinen. Es konnte gezeigt werden, dass durch eine

hohe Salzzufuhr die sympathische Aktivitét in der Niere gesenkt wird [2, 17, 54].

Aullerdem erfahrt die Aktivitdit des RAAS eine Regulation durch endokrin wirksame

Mediatoren.

In einem Review von Hackenthal et al. (1990) [32] werden die einzelnen Einflussfaktoren
beschrieben und ihre regulative Wirkung auf die Reninbildung und -freisetzung diskutiert.
Hierbei ist im Besonderen das Angiotensin Il zu erwahnen, das Effektorpeptid der RAAS-
Kaskade. Die Beschreibung der modulierenden Wirkung von Angiotensin Il auf das
zirkulierende Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ist umso wichtiger, da sich der
experimentelle Teil dieser Arbeit u.a. auch mit dem Einfluss von Angiotensin Il auf das nicht
zirkulierende, d.h. ortsstandige bzw. lokale RAAS beschaftigt.
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Im Plasma zirkulierendes Angiotensin Il hemmt im Sinne eines negativen Feedback-
Mechanismus die Reninbildung und -freisetzung [32]. Dabei vermittelt Angiotensin Il seine
regulative Wirkung Uber den AT1-Rezeptor. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass durch
die pharmakologische Absenkung der Konzentration an zirkulierendem Angiotensin Il mittels

eines ACE-Hemmers, die plasmatische Reninkonzentration deutlich ansteigt [9, 34].

3.3 Zellulare Mechanismen der Renin-Sekretion

Sowohl die durch lokale Mechanismen geprégte Beeinflussung der Reninsynthese und —
freisetzung als auch die systemische Regulation des RAAS (ben ihre regulative Wirkung auf
die JG-Zellen Uber eine gemeinsame Endstrecke einer intrazelluldar ablaufenden
Signalkaskade aus. Dabei nehmen drei intrazelluldre second messenger Systeme eine zentrale
Rolle ein, die cCAMP und die cGMP Signalkaskade sowie durch Calcium-lonen ausgel6ste
zellul&re Effekte.

Wie bereits erwahnt, fihrt die Stimulation von Beta-1-Adrenorezeptoren zu einer
Aktivitatssteigerung der Adenylatzyklase, deren enzymatische Funktion darin besteht, die
Umwandlung von Adenosintriphosphat in cAMP zu katalysieren. In vielen Arbeiten konnte
gezeigt werden, dass eine Erhéhung der zytosolischen cAMP Konzentration in den JG-Zellen
eine vermehrte Reninsynthese und -freisetzung bedingt [5, 23, 44, 47, 93, 96]. Cyclisches
Adenosinmonophosphat kann somit als der zentrale intrazellulare Stimulus der
Reninsekretion bezeichnet werden [10].

Neben dem sympathischen Teil des vegetativen Nervensystems, tben weitere, das RAAS
regulierende endokrine Faktoren Uber das CAMP-System als intrazelluldrer second messenger
Einfluss auf die JG-Zellen aus [10]. Diese, fir die Reninsynthese und —sekretion, zentrale
Funktion des cCAMP konnte in weiteren Versuchsreihen, welche die cAMP-Wirkung isoliert
von in vivo-Einflissen oder Rezeptor-Aktivierungen untersuchten, bekraftigt werden [23].
Isolierte JG-Zellen zeigten bei der Behandlung mit Forskolin, welches uber eine Aktivierung
der intrazellularen Adenylatzyklase die zytosolische cAMP-Konzentration erhoht, eine
vermehrte Reninfreisetzung [31, 47]. Auch die Behandlung von JG-Zellen mit 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin (IBMX), einem Phosphodiesterase-Inhibitor, der ebenfalls die cAMP-
Konzentration erhoht, zeigt eine Steigerung der Reninfreisetzung [11, 12, 13, 49, 50].
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Die Erhoéhung der intrazelluldaren Calcium-Konzentration zeigt sich als der bedeutendste
Inhibitor der Reninfreisetzung. Auler in Zellen der Nebenschilddriisen und den JG-Zellen
fihrt eine Zunahme der zytosolischen Calcium-Konzentration zu einer Exozytose eines
Vesikelinhaltes und ist somit fir die Freisetzung von Proteinen verantwortlich. Aus diesem
Grund wird die, durch eine Erhdéhung der intrazelluldren Calcium-Konzentration induzierte
Hemmung der Reninfreisetzung als das ,,Calcium-Paradox der Reninfreisetzung* beschrieben.
Angiotensin 1l wirkt im Rahmen seines negativen Feedbackmechanismus Uber eine Erhéhung
der intrazellularen Calcium-Konzentration bezlglich einer Reninfreisetzung aus den JG-
Zellen inhibierend [32, 86]. Wahrend cAMP und Calcium-lonen in ihrer regulativen Wirkung
im Hinblick auf die Reninsynthese und —freisetzung eindeutig eingeordnet werden kénnen,
gelingt dies bei dem cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP) nicht. Dieses als
intrazellularer second messenger in den JG-Zellen vorkommende Molekil kann die
Reninfreisetzung sowohl stimulieren als auch hemmen [10]. Werden JG-Zellen mit
membrangéngigen cGMP-Analoga behandelt, kommt es zu einer Hemmung der
Reninfreisetzung [30, 33, 48, 49, 50, 70, 85]. Im Gegensatz dazu ergibt sich bei der direkten
Injektion von cGMP in einzelnen JG-Zellen eine Steigerung der Reninfreisetzung [24].
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store-operated
Ca?®* channels

GC-A—< ANP

Ca2+

cGMP

—cGK 4—//

Abb. 3: intrazellulare Signalkaskade fur die Stimulation und Inhibition der

sarcoendoplasmatic reticulum

Reninsekretion

(aus: Schweda, et al., Physiology, 2007, 22, S. 314 [87])

18



Einleitung
4. Die Rolle des RA(A)S in der Pathophysiologie

Bei ca. 10-15 % der Patienten mit einer priméren oder auch essentiellen Hypertonie lassen
sich erhohte Plasmareninaktivitaten feststellen. Hierbei kommt es zu einer vermehrten
Bildung von Angiotensin Il. Dies stellt, aufgrund einer dauerhaften Vasokonstriktion, eine
wichtige Komponente zur Entstehung und Aufrechterhaltung einer Hypertonie dar [90].
Dysregulationen des RAAS sind also ein wesentlicher pathogenetischer Faktor der
Volkskrankheit ,,Bluthochdruck®.

Die Auswirkungen einer erhéhten Angiotensin Il-Konzentration im Plasma wurden in
verschiedenen Versuchsreihen betrachtet. Hierzu wurden Ratten und Mé&use so behandelt,
dass es zu einem Anstieg der plasmatischen Angiotensin 11-Konzentration kam. Dies wurde
einerseits durch die Infusion von Angiotensin Il erreicht, andererseits wurde operativ, mittels
eines Clips zur Verengung einer Nierenarterie, eine Nierenarterienstenose (Goldblatteffekt)
erzeugt, welche wiederum zu einem Anstieg des plasmatischen Angiotensin Il Spiegels fuhrt.
Wie zu erwarten, erhohte sich bei den Versuchstieren der arterielle Blutdruck. Weiter konnte
gezeigt werden, dass zirkulierendes Angiotensin Il einen entscheidenden Einfluss auf die
Reninsynthese nimmt. Wahrend Angiotensin 1l die Reninsynthese in den JG-Zellen
bekanntermalen im Sinne eines negativen Feedbacks hemmt, gibt es Hinweise darauf, dass
die Reninbildung in den Hauptzellen des Sammelrohrs durch Angiotensin Il stimuliert wird
[78, 79, 74, 75, 76]. Neben dem systemisch wirkenden RAAS existieren also auch
ortsstandige Renin-Angiotensin-Systeme, die, wie bei den genannten Versuchen zu sehen,
gegebenenfalls auch einer unterschiedlichen oder sogar gegensatzlichen Regulation

unterworfen sind.

Der im Jahre 1986 erbrachte Nachweis von Angiotensinogen-mRNA sowohl in kortikalen als
auch in medulléren Zellen der Niere war einer der ersten Hinweise auf ein ortsstandiges, lokal
organisiertes und wirkendes RAS [39]. In Folgeversuchen konnte die Steigerung der Renin-
Synthese durch den Einfluss von Angiotensin 11 an einer murinen Sammelrohrzelllinie auch in
vitro gezeigt werden [42]. Angiotensin Il wirkt dabei als Ligand des AT1-Rezeptors und fuhrt

in den Sammelrohrzellen des inneren Nierenmarks zu einer Steigerung der Renin-Synthese.
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Nachdem es Hinweise darauf gibt, dass Angiotensin Il die Reninsynthese in den
Sammelrohrzellen stimuliert, nimmt das lokale RAS eine mdgliche Schlisselrolle in der
Pathophysiologie und auch in der Chronifizierung eines arteriellen Hypertonus ein [74, 75,
76].

Eine Steigerung der lokalen (Pro-) Reninbildung in den Sammelrohrzellen kann auch bei
einer diabetischen Stoffwechsellage beobachtet werden. So finden sich in den Hauptzellen der
Sammelrohre von Versuchstieren, nachdem bei diesen medikamentts ein Diabetes mellitus
induziert wurde, erhdhte intrazellulare Konzentrationen an (Pro-) Renin. Die Hauptzellen der
Sammelrohre bilden also in dieser hyperglykdamen Stoffwechselsituation physiologisch
relevante Mengen an (Pro-) Renin. Durch diese gesteigerte Aktivitat des lokalen RAS wird
die Reninproduktion in den JG-Zellen gehemmt. Diese Effekte an den Sammelrohrzellen
(CD-Zellen) und den JG-Zellen sind Angiotensin Il - vermittelt. Erfolgt eine Behandlung mit
Olmesartan, einem am AT1-Rezeptor antagonistisch wirksamen Antihypertensivum, zeigt
sich eine bis unter die Nachweisgrenze reduzierte (Pro-) Reninbildung in den
Sammelrohrzellen. Im Gegensatz dazu erhoht sich wieder die Reninsynthese in den JG-

Zellen, da der inhibitorische Einfluss von Angiotensin Il wegfallt [42].

Bekanntermallen flihrt die anhaltende hyperglyk&dmische Stoffwechselsituation zu
hamodynamischen Verdnderungen der renalen Mikrozirkulation und zu strukturellen

Veranderungen des Glomerulums, wie etwa der Glomerulosklerose [90].

Insbesondere beim Diabetes mellitus kommt beziliglich des RAS auch der Reninvorstufe
,,Prorenin“ und dessen Rezeptor, dem Prorenin-Rezeptor (PRR), eine nennenswerte Funktion
zu. Vor allem in Hinblick auf diabetestypische Organschaden wie der diabetischen
Nephropathie [14, 15, 41]. Wie bereits erwéhnt, wird das lokale, insbesondere das intrarenale
RAS hochreguliert, mit der Folge einer vermehrten Bildung an gewebsstdndigem Angiotensin
11 [69, 4, 36]. Im Gegenzug wird das systemische RAAS durch das hochregulierte intrarenale
RAS in seiner Aktivitat gedrosselt. Dies zeigt sich an einer supprimierten Reninaktivitat des
plasmatischen RAAS in einer diabetischen Stoffwechselsituation [3, 73].
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Dariiber hinaus wurde in Untersuchungen an Ratten, bei denen durch die Behandlung mit
Streptozotocin eine hyperglykédme, diabetische Stoffwechselsituation und daraus folgend eine
diabetische Nephropathie hervorgerufen wurde, eine Hochregulation der intrarenalen PRR-
Expression festgestellt. Die Albuminurie ist ein Symptom der durch Diabetes mellitus
induzierten Schédigung der glomerulédren Filtrationsbarriere (Blut-Harn-Schranke). Diese
besteht aus dem Endothel des glomeruléren Kapillarknauels, der glomeruléren Basallamina
und den Podozyten, die sich aus dem inneren Blatt der Bowman-Kapsel differenziert haben
[98]. Insbesondere die durch die anhaltende Hyperglykamie induzierte Steigerung der
Proreninrezeptor-Expression in den Podozyten scheint bei der Pathogenese des
schwerwiegenden Krankheitsbildes der diabetischen Nephropathie eine wichtige Rolle zu
spielen [37, 53]. Der Prorenin-Rezeptor besitzt verschiedene Funktionen, die sich in diesem
Zusammenhang auf aktuell vier rezeptorvermittelte Effekte zusammenfassen lassen. Sofern
die Liganden Renin oder Prorenin an den PRR binden, kommt es zu einer Steigerung der
enzymatischen Aktivitat des Prorenins bzw. Renins mit einer folglich erhéhten intrarenalen
Aktivitdt des gewebsstdndigen RAS [38]. Weiter fiihrt die Aktivierung des PRR durch
Ligandenbindung zu einer intrazellularen Aktivierung des MAPK(mitogen activated protein
kinase)-Signalweges. Daruber hinaus wirkt der Rezeptor mit einer ATPase-Funktion bei der
Ansauerung von Autosomen, Endosomen und Lysosomen mit. Zur Vollstandigkeit ist noch

die Funktion des PRR als Bindeglied im Wnt-Signalweg zu nennen [71].

5. Das lokale Renin-Angiotensin-System (RAS)

Gerade weil es starke Hinweise dafuir gibt, dass das lokale RAS in der Pathogenese von
Erkrankungen eine zentrale Rolle einnimmt, ist es notwendig, dieses naher zu betrachten. Wie
bereits beschrieben, existieren neben dem systemisch wirkenden RAAS auch ortsstandige
Renin-Angiotensin-Systeme. So findet sich in den kortikalen und medulldren Zellen der Niere
ein lokal organisiertes RAS [39]. Genauer wurde die Reninsynthese auch extraglomerulér, in
den Hauptzellen des renalen Sammelrohrs und des Verbindungstubulus nachgewiesen [78, 74,
75, 76].
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Die Beschreibung eines lokalen RAS beschréankt sich aber nicht nur auf ein intrarenales RAS.
So konnte Angiotensinogen bzw. Renin extrahepatisch u.a. im Gehirn, den glatten
Muskelzellen, den Endothelzellen der GefaRe und in weiteren Organen, wie etwa in der
Nebenniere nachgewiesen werden [21, 16, 63]. Ein besonderes Charakteristikum der
Reninsynthese im lokalen RAS scheint die bereits beschriebene, im Vergleich zum
systemischen RAAS unterschiedliche Regulation zu sein [84, 87]. Angiotensin Il vermittelt
hier seine Wirkung tber den AT1-Rezeptor [74, 75, 76].

6. Das gewebsstandige RAS der Nebenniere

Die vorliegende Arbeit wird sich nicht nur mit dem intrarenalen RAS beschaftigen. Sie wird
auch der Frage nachgehen, ob in extrarenalen Organsystemen, hier speziell den murinen
Nebennieren bei physiologischen Vorgangen ein lokales RAS mitwirkt. Auch in den
kortikalen Strukturen der Nebennieren konnte eine ortsstandige Reninaktivitit nachgewiesen
werden [80]. Hierzu wurde Nebennierengewebe mit Reninsubstrat inkubiert und es konnte
Angiotensin |, das enzymatische Produkt, nachgewiesen werden. Weiter konnte gezeigt
werden, dass eine kochsalzarme Didt die adrenale Reninkonzentration erhoht, eine
kochsalzreiche Kost die lokale Reninkonzentration erniedrigt [26, 67, 20].

Untersuchungen an Ratten, bei welchen eine Nephrektomie durchgefuhrt wurde, ergaben eine
Reninaktivitat in der &ulReren Zone des Nebennierenkortex. Zudem konnte, trotz des Fehlens
der Nieren als Reninquelle, Angiotensin Il in der Nebennierenrinde und sogar im Plasma
nachgewiesen werden. Letzteres bedeutet, dass die lokale Reninproduktion im
Nebennierenkortex, nicht nur lokal sondern auch systemisch zur Bildung von Angiotensin 1l
beitragen konnte [1]. Auch in Folgeuntersuchungen konnte nach einer Nephrektomie
Angiotensin Il in der Nebennierenrinde nachgewiesen werden, wéhrend sich, anders als bei
den Versuchen von Aguilera, keine relevante Konzentration an Angiotensin Il im Plasma
zeigte [57].
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Eine weitere wichtige Frage, die es in diesem Zusammenhang zu kléren galt, war es, ob
Angiotensin Il durch ein gewebsstandiges, adrenales RAS gebildet wird, oder ob es sich um
Angiotensin Il aus dem Plasma handelt, das dort konzentriert wird. So zeigten sich mehrere
Stunden nach einer Nephrektomie ebenfalls erhéhte adrenale Reninkonzentrationen. Bei einer
Renin-Plasmahalbwertszeit von 10-20 Minuten ist es jedoch sehr unwahrscheinlich, dass das
Plasma-Renin zu den erhéhten adrenalen Konzentrationen beitragt. Vielmehr ist von einer

gesteigerten lokalen Reninsynthese auszugehen [66, 67].

Der Nachweis von adrenalem Renin sowie die Veranderungen der Reninspiegel durch

unterschiedliche Salzzufuhr gelangen hauptséachlich in der Nebennierenrinde [67, 20].

Zusammenfassend konnen 3 Punkte angefuhrt werden, die fiir eine lokale, adrenale

Reninsynthese sprechen:

e In Nephrektomieversuchen zeigt sich ein schneller Abfall der Plasma-
Reninkonzentration innerhalb weniger Stunden, wéhrend die lokale adrenale
Reninkonzentration ansteigt und nach 24-36 Stunden einen Maximalwert erreicht [66,
20].

e Nachweis von Renin-mRNA in den adrenalen Zellen [22].

e Reninsynthese von Nebennierenzellen in einer Zellkultur [88].

Neben der Regulation der adrenalen Reninproduktion durch den Elektrolythaushalt wird die
Stimualtion der Reninsekretion in den Nebennierenzellen unter dem Einfluss von Angiotensin
Il beschrieben [62].
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6.1 Die physiologische Bedeutung des adrenal synthetisierten Renins

Hinsichtlich der physiologischen Bedeutung des adrenal synthetisierten Renins bestehen
verschiedene Konzepte. Es herrscht Einigkeit dartber, dass alle Komponenten eines RAS
lokal im Nebennierengewebe, insbesondere in der Zona glomerulosa, vorliegen [63]. Neben
der Hypothese, dass das adrenale Renin eine Bedeutung flr die lokale Regulation der
Aldosteronausschittung in der &ulleren Zone der Nebenniere besitzt, ist es auch denkbar, dass
das adrenale RAS einen Einfluss auf die medullare Freisetzung von Katecholaminen austbt.
Es zeigte sich ein gleichsinniger Zusammenhang zwischen der Natriumaufnahme, der lokalen
Reninproduktion, sowie der Aldosteronfreisetzung. Eine kochsalzarme Diét fihrte zu
erhdhten adrenalen Reninkonzentrationen und einer erhéhten Aldosteronkonzentration.
Hieraus ergibt sich ein enges Zusammenspiel aus dem adrenalen Renin und der adrenalen
Aldosteronkonzentration [67, 20]. Daraus kann gefolgert werden, dass eine zentrale
physiologische Bedeutung des adrenal synthetisierten Renins in der lokalen Regulation der
Aldosteronausschiittung liegt. Unterstiitzt wird diese Annahme durch die Arbeit von
Nakamura et al., 1985 [65], in der gezeigt werden konnte, dass die zu erwartende
Aldosteronausschiittung, nach Kaliumgabe unter dem Einfluss des ACE-Hemmers Captopril,
supprimiert wird. Ausgehend von diesen Erkenntnissen kann auch der adrenalen
Reninsynthese eine wichtige Rolle in zentralen physiologischen Vorgéngen zugesprochen
werden. Aus diesem Grund wird sich die vorliegende Arbeit nicht nur mit dem intrarenalen

RAS, sondern auch dem adrenalen RAS auseinandersetzen.
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7. Zielsetzung der Arbeit

Die Beschreibung eines lokalen, gewebsstdndigen Renin-Angiotensin-Systems macht es
notwendig, das bisherige Bild des RAS, das bislang v.a. durch seine systemische Wirkung
gepragt war, zu erweitern. Obwohl dem lokalen RAS eine grofRe Bedeutung in der
Pathophysiologie von Erkrankungen wie der diabetischen Nephropathie zukommen kdnnte,
sind die zelluldren Mechanismen, die die Reninsynthese und —sekretion regulieren, und die
zum Teil gegensatzlich zum systemischen RAAS zu sein scheinen, groRtenteils unbekannt.
Die Aufklarung dieser Mechanismen konnte daher Ansatzpunkt fir neue Therapien sein, die

die lokalen RAS modulieren, ohne das systemische RAAS zu beeinflussen.

Ein besseres Verstandnis der molekularen Vorgange, die die Reninbildung in Tubuluszellen
und Nebennierenzellen regulieren, setzt ein geeignetes Zellmodell voraus. Diese Zellmodelle
existieren allerdings bisher gar nicht oder sie sind nicht ausreichend charakterisiert, um die
Aussagekraftigkeit eventueller Ergebnisse beurteilen zu konnen. Deshalb war es die
Hauptaufgabe meiner Arbeit, Zellkulturmodelle zu etablieren, die ein adaquates Modell
darstellen um die Vorgange im lokalen RAS sowie dessen Regulationsmechanismen auf
zelluléarer Ebene untersuchen zu kénnen. Wie erwéhnt lag dabei das Hauptaugenmerk auf dem

renalen Sammelrohr und der Nebenniere.

Um die Reninbildung in Sammelrohrzellen untersuchen zu kénnen wurden Sammelrohre aus
murinen Nieren isoliert und molekularbiologisch untersucht, oder als Grundlage fiir
Primarzellkulturen verwendet. Weiter wurden, auch aus Grinden der Schonung von
Versuchstieren, mehrere Sammelrohr-Zelllinien auf ihre Versuchstauglichkeit geprift.
AnschlieRend wurden Primadrzellkulturen von Nebennierenzellen hinsichtlich einer dort

vermuteten lokalen Reninsynthese untersucht.
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I1. Methoden und Material

1. Mikrodissektion von Sammelrohren und Anlage einer Primarkultur

Als Grundlage fur ein Zellkulturmodell sollte zundchst eine murine Primarkultur aus frisch
isolierten Sammelrohrzellen etabliert werden. Hierzu war es notwendig, Sammelrohre in den
Nieren zu identifizieren, um diese aus dem Zellverband moglichst ohne andere
Nephronbestandteile isolieren zu kdnnen. Nach einem enzymatischen Verdauungsprozess
zeigten sich im Versuchsansatz unter dem Mikroskop die einzelnen Komponenten eines
Nephrons, wie auch interstitielle Nierenzellen. Anhand von morphologischen Merkmalen wie
etwa der ,,Verzweigungen®, die Sammelrohre typischerweise zeigen, ist es mdglich diese zu
identifizieren und von anderen tubuldren Strukturen abzugrenzen. Bei den Versuchen zeigte
sich jedoch, auch abhdngig von der Gewebemenge und des aktuellen Fortschritts des
Verdauungsprozesses, dass die Zuordnung der, in der Mikroskopie erkennbaren

Gewebefragmente, zu den einzelnen Nephronabschnitten nicht immer sicher maéglich war.

Aus diesem Grund wurden flr die weiteren Versuche genetisch veranderte Mduse verwendet,
die das Markerprotein GFP ausschlieflich in ihren Sammelrohren exprimierten, welche dann
unter dem Fluoreszenzmikroskop sicher erkannt werden konnten. Hierbei handelte es sich um
Méuse mit dem Genotyp Agquaporin-2-Cre+/Tomato. Fur die DNA-Rekombination waren
diese Versuchstiere mit Hilfe des Cre/loxP-Systems gentechnisch veréndert worden. Die Cre-
Rekombinase stammt aus einem Coliphagen und stellt die ,,Genschere® fiir die
Rekombination dar, indem dieses Enzym spezifisch an palindromischen DNA-Sequenzen,
den sogenannten lox-sites, schneidet. Diese lox-sites stellen die Zielstrukturen fir die Cre-
Rekombinase dar, die auch gentechnisch mittels Vektoren in der S&ugetier-DNA etabliert
werden missen. Wird nun ein Gen durch diese lox-sites beidseitig flankiert, so wird dieses
Gen sobald die Cre-Rekombinase exprimiert wird, aus der Kontinuitdt des DNA-Strangs
herausgeschnitten und damit auch nicht mehr transkribiert [81]. Abhangig von der Expression
der Cre-Rekombinase kann somit die Rekombination auch zell- bzw. gewebespezifisch

erreicht werden.
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Hierfur ist es entscheidend die Cre-Expression mit Promotoren von Genen zu koppeln, welche
typischerweise in dem entsprechenden Zielgewebe aktiv sind. Diese zentrale Eigenschaft
einer zellspezifischen Rekombination wird bei den Versuchstieren (Aquaporin-2-
Cre+/Tomato) durch die kombinierte Expression von Aquaporin-2 und Cre erreicht und fuhrt
zur spezifischen Rekombination im Sammelrohr. Durch die Insertion der Cre in das
Aquaporin-2 Gen steht die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Aquaporin-2-Promotors,
der typischerweise in den Sammelrohrzellen aktiv ist. Zudem wurden zwei Marker-Gene in
Tandem-Anordnung (td Tomato und GFP) ins Genom eingebracht, wobei das Tomato-Gen
gefloxt wurde. Wird die Cre-Rekombinase in den Sammelrohren exprimiert, wird Tomato
entfernt und das downstream liegende GFP exprimiert. Sammelrohre, bzw. deren Fragmente

leuchten nun in der Fluoreszenzmikroskopie griin und kénnen so identifiziert werden.
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B-Aktin * tomato P STOP * GFP |- STOP =

loxP loxP

Ohne Rekombination (Zellen die AQP-2 nicht exprimieren):

=P Expression von Tomato (alle Zellen rot)

AQP-2-Cre AQP-2-Cre

— sToP |

loxP l loxP

\ 4

B-Aktin GFP STOP

Rekombination in AQP-2 exprimierenden Sammelrohrzellen:

Exzision der von loxP flankierten Gene;
=P Expression von GFP

(Zellen mit AQP-2-Cre fluoreszieren griin, alle anderen Zellen rot)

Abb. 4: Darstellung der Rekombination bei mT/mG-Reportermausen
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Zur Gewinnung von Sammelrohrzellen und zur Anlage einer Primarkultur wurden, nach
zuvor erfolgter CO2-Narkose und Genickbruch, beide Nieren von Aquaporin-2-Cre+/Tomato-
Reporterméusen entnommen. Anschliefend wurden die Nierenkapseln entfernt und die
Nieren mit einem Skalpell der Lange nach in Scheiben geschnitten. Durch diese radiar
verlaufende Schnittfiihrung wird gewahrleistet, dass die Nephronkomponenten, insbesondere
die Sammelrohre, als zusammenhangende Strukturen erhalten bleiben. Hierbei zeigte sich,
beim L&ngsschnitt am Nierenhilus, das wei8lich schimmernde, innere Nierenmark, welches

uber eine besonders hohe Sammelrohrdichte verfligt.

Die Nierenscheiben wurden hierauf in ein, fir den enzymatischen Verdau vorbereitetes,
GlasgefaR gegeben und mit 2 ml einer Verdaulésung fir 20 min im Warmebad bei 37 °C
inkubiert. Die Verdauldsung setzte sich aus 1,2 mg Trypsin-Inhibitor, 9,4 mg Glycin und 13
mg Collagenase Typ Il zusammen. Geltst wurden diese Bestandteile in 25 ml MEM-Puffer.
AnschlieRend wurde diese Verdaulésung zur Vermeidung einer mikrobiellen Kontamination

steril filtriert.

Nach den ersten 20 min des Verdauvorgangs wurde die Verdaulésung mit den darin
enthaltenen Nierenfragmenten, die bereits enzymatisch aus dem renalen Gewebeverbund
herausgel0st waren, abpipettiert und in gekihlte BSA-L6sung (2 ml Bovines-Serum-
Albumin) berfihrt. Hierbei handelte es sich um eine 0,1 prozentige BSA-Ldsung in MEM-
Puffer. Durch die Kihlung des Reaktionsansatzes konnte die weitere enzymatische

Zersetzung des Nierengewebes stark gedrosselt werden.

Nachdem die erste Verdauldsung abgenommen war, wurde der Verdauansatz ,.erneuert®,
indem 2 ml einer frischen Enzymlosung zu den bereits ,anverdauten” Nierenscheiben
gegeben wurde. Diese Enzymldsung wurde fir eine Reaktionszeit von nun 10 Minuten im
Verdaufladschchen belassen, bevor sie, wie bereits geschildert, wieder abgenommen und die
herausgeltsten Nierenfragmente in eine gekiihlte BSA-Losung Uberfuhrt wurden. Dieses
Vorgehen wurde sieben Mal wiederholt, sodass die Nieren ca 70-90 Minuten einer
Verdaulosung ausgesetzt waren, wobei diese zundchst nach 20 Minuten, spéater alle 10

Minuten erneuert wurde.
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Zwischenzeitlich wurde der abgenommene Verdau mikroskopiert.

Abb. 5: Nierenverdau unter dem Mikroskop

(zu sehen sind Nierenkdrperchen und fragmentierte Tubulussegmente)

Abb. 6: Nierenverdau mit GFP-markierten Sammelrohrzellen unter dem

Fluoreszenzmikroskop

(im Vergleich zu Abb. 5 ist nun eine eindeutige Identifizierung der Sammelrohre mdglich)
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Unter Sicht wurden, mittels einer Glaspipette an der ein feinster Draht befestigt war, die griin-
fluoreszierenden Sammelrohre identifiziert und der Verdauldsung entnommen. Anschliel3end
wurden die Sammelrohre zundchst unter mikroskopischer Sicht von den anderen tubuléren
Bestandteilen des Nephrons getrennt. Hierbei musste besonders darauf geachtet werden, keine
Glomerula, die mit ihren juxtaglomeruldren Zellen bekanntermalen groRe Mengen an Renin
produzieren, mit zu entnehmen. Sobald mit den haarfeinen Instrumenten Sammelrohre im
Verdau isoliert und auch separiert werden konnten, wurde der ,,Sammelrohrhaufen mittels
einer 1 pl-Pipette aus dem Verdau entfernt. Die Sammelrohre wurden dann bis zur

Kultivierung in einem Cup mit 500 pl gekihltem PBS-Puffer gesammelt.

Abhéngig von der Einwirkdauer der Enzymldsung auf die Nieren, zeigten sich beim
Mikroskopieren verschiedene Herausforderungen. Waren bei friihen Durchgangen oftmals
noch keine tubuldren Strukturen zu sehen, zeigten sich bei spateren Ansétzen oftmals sehr
viele, teils hochgradig fragmentierte, tubuldre Strukturen. In dieser Untersuchungsphase ware
ein Erkennen der Sammelrohre, rein anhand morphologischer Kriterien, nur sehr schwer

maoglich gewesen. Die Markierung der Sammelrohre mit GFP war hier enorm hilfreich.

Nach Abschluss des Sammelvorgangs wurden die Sammelrohrzellen zur Anlage einer
Primarzellkultur auf 24er-Well-Platten ausgesat. Als Kulturmedium diente ein DMEM F12
Medium mit 1 % ITS (Insulin-Transferrin-Selen), 1 % Penicillin/Streptomycin, 5 % FCS,
Trijodthyronin in einer Konzentration von 10 nM sowie Dexamethason in einer Konzentration
von 0,2 pug/ml. Die Sammelrohrzellen wurden in diesem Kulturmedium resuspendiert und auf
einer 24er-Well-Platte, verteilt auf 4 Wells ausgebracht. Hierbei wurden die
Sammelrohrzellen in 2 Wells mit Angiotensin Il stimuliert. Dabei galt es eine Konzentration
von 100 nM Angiotensin 1l im Stimulationsansatz zu erreichen. Um diese Konzentration
maoglichst konstant zu halten wurde das Stimulationsmedium im Abstand von 12 Stunden

erneuert. Zwei Wells blieben als Kontrollgruppe unstimuliert.

Im Rahmen dieser Versuche zeigten sich UnregelmaRigkeiten im Anwachsen der Zellen bzw.
bei der Bildung eines Zellrasens in der Kultur. Aus diesem Grunde wurden verschiedene
Kulturbedingungen getestet, wie etwa die Verwendung von Petrischalen oder auch 12er-Well-
Platten, wobei die Aussaat der Sammelrohrzellen auf 2 Wells einer 24er-Well-Platte

letztendlich bevorzugt wurde.
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Dariiber hinaus wurden die Versuchsreihen dadurch beeintrachtigt, dass es haufig zu
Kontaminationen der Kulturen kam und diese durch ein Pilzwachstum unbrauchbar wurden.

Zeitweise wurde deshalb auch Fluconazol zur antimykotischen Behandlung zugesetzt.

Nach der Stimulationsphase, die zwischen 10 und 20 Tagen lag, wurden die Zellen mit Trizol
(TRIsure™) geerntet. Hierauf schlossen sich die RNA-Isolation sowie deren Vermessung, die

reverse Transkription und die real-time-PCR an. Diese Verfahren werden spéter beschrieben.

2. Mikrodissektion von Sammelrohren und Isolation des inneren Marks

Ein weiterer Versuchsansatz bestand in der Mikrodissektion von Sammelrohren aus dem
auflleren Nierenmark und aus der Nierenrinde. Hierzu wurde unter sterilen Bedingungen auf
einer fur die Zellkultur geeigneten Werkbank gearbeitet. Das Nierenmark, welches sich durch
eine sehr hohe Sammelrohrdichte auszeichnet, musste vorher enthommen werden. Dazu
erfolgte nach vorausgegangener Nierenentnahme und anschlieBender Entfernung der

Nierenkapsel, mittels einer Skalpellklinge ein L&ngsschnitt durch den Nierenhilus.

Wird die Niere dann in zwei Halften aufgeklappt, zeigt sich eine weilllich schimmernde
Gewebeformation, die sich zum Pyelon hin verjingend zuspitzt. Hierbei handelt es sich um
das innere Nierenmark, in welchem sich die Sammelrohre auf ihrem Weg zum Pyelon hin
blndeln. Dieses innere Mark wurde im Gesamten entfernt und sogleich in 500 pl Trizol

(TRIsure™) tiberfiihrt und zur Aufbewahrung bei -80 °C eingefroren.

Das dullere Nierenmark und der Kortex wurden nach dem oben bereits beschriebenen Schema
einem Verdau unterzogen und die Mikrodissektion von Sammelrohren durchgefiihrt.

Dieser Versuchsansatz hatte jedoch nicht das Ziel, eine Priméarkultur zu etablieren. Es sollten
die Sammelrohre hinsichtlich ihrer Genexpression in vivo untersucht werden. Deshalb wurden
auch die aus dem Verdau isolierten Sammelrohre zur weiteren RNA-Isolation in Trizol

(TRIsure™) resuspendiert.

Um eine sichere Identifikation von Sammelrohren unter dem Fluoreszenzmikroskop zu
gewadhrleisten, wurden bei dieser Mikrodissektion ebenfalls GFP-Reporterméuse (Aquaporin-

2-Cre+/Tomato) verwendet.
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Nach dem Aufbrechen der Plasmamembran der in Trizol schwimmenden Sammelrohrzellen
schloss sich die RNA-Isolation an. Im weiteren Verlauf erfolgte die real-time PCR zur

Quantifizierung der Genexpression in den Sammelrohrzellen.

Im Fokus der Untersuchung stand sowohl hier als auch bei den Mikrodissektionsversuchen
mit Anlage einer Primérkultur und in vitro-Stimulation der Sammelrohrzellen die Synthese
von Renin und dessen Regulation unter dem Einfluss von Angiotensin Il als Ausdruck eines

lokal wirkenden, gewebestandigen RAS.

3. Priméarkultur aus Zellen des inneren Nierenmarks (IMCD-Primarkultur)

Ein weiterer Ansatz war es, die Sammelrohrzellen aus dem inneren Nierenmark, welches sich
durch eine sehr hohe Sammelrohrdichte auszeichnet, fur die Primarkultur zu gewinnen. Der
Vorteil dieses Vorgehens sollte darin liegen, durch die Entnahme einer makroskopischen
Gewebeformation eine héhere Sammelrohrzellmenge zu gewinnen, welche die erfolgreiche
Anlage einer Primarzellkultur erleichtern wiirde. Hierzu wurde das innere Nierenmark einer

GFP-Reportermaus, wie bereits beschrieben, entnommen.

In der Regel wurde das innere Nierenmark beider Nieren verwendet und in eine
Gewebekulturschale mit einer kleinen Menge PBS-Puffer tberflihrt. Um sicherzustellen, dass
es sich bei dem entnommen Gewebe um das sammelrohreiche innere Nierenmark handelte,
wurden die Praparate unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Hierbei zeigten sich die

praparierten Medullen griin fluoreszierend mit dicht gepackten Sammelrohren.

Das Gewebe des inneren Nierenmarks wurde anschlieBend, zur Erleichterung des
darauffolgenden enzymatischen Verdaus, mit einer Skalpellklinge fein zerteilt. Die
Verdauldsung setze sich aus Kollagenase Typ Il in einer Konzentration von 2,2 mg/ml sowie
Hyaluronidase in einer Konzentration von 2 mg/ml zusammen. Zur Vermeidung einer
Kontamination der spateren Primérkultur wurden die Enzyme in PBS-Puffer geldst und steril
filtriert.
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Abb. 7: Darstellung der mit GFP markierten Sammelrohre des inneren Nierenmarks

unter dem Fluoreszenzmikroskop

Nach Zerteilung der Medullen und Bereitstellung der Enzymldésung wurde mittels einer
gekurzten Pipettenspitze die PBS-Zellsuspension aufgenommen, in ein Falcon tberfuhrt und
dort der Enzymldsung ausgesetzt. Der Verdauansatz wurde fir ca. 1,5 Std. im
Schttelwasserbad bei 220 U/min belassen. Um eine mdglichst homogene Suspension zu
erhalten, erfolgte nach ca. 45 min sowie nach Ablauf der Verdauungszeit das Auf- und
Abpipettieren der Gewebesuspension. Anschliefend wurde der Verdauansatz fur 5 min
zentrifugiert (2400 U/min, Raumtemperatur). Das hierauf entstandene Zellpellet wurde durch
Resuspension mit PBS-Puffer gewaschen und nochmals in gleicher Weise zentrifugiert, um
anschliefend erneut mit PBS-Puffer gewaschen zu werden. Nach einer weiteren
Zentrifugation wurde der Puffer abgenommen und die Zellen mit 2 ml Kulturmedium
resuspendiert. Das Medium setzte sich aus 500 ml DMEM mit 5 % FCS, 1 % Penicillin und
Streptomycin zusammen. Zur Erhéhung der Osmolaritdt des Kulturmediums wurden
aullerdem 2,92 g NaCl, 3 g Harnstoff und 1,75 g Glukose zugesetzt. Um in vitro eine

Selektion der Sammelrohrzellen zu erreichen, lag die Zielosmolaritat bei 600 mosmol/I.
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Die Sammelrohrzellen sind im inneren Nierenmark physiologisch von einem hyperosmolaren
Milieu umgeben und besitzen somit eine hohe osmotische Resistenz. Fir Zellen mit einer

geringeren Widerstandsfahigkeit wéren die Kulturbedingungen ungeeignet.

Um die Bildung eines adhérenten Zellrasens zu férdern, wurden die Wells zwischenzeitlich
auch mit einer Kollagen-B-Schicht benetzt. Auch hier erfolgte die Stimulation der IMCD-
Zellen mit einer 100 nM Angiotensin 11-Ldsung.

Die Ermnte der Zellen erfolgte mit 500 pl Trizol (TRIsure™) und es folgten zur
Quantifizierung der Reninexpression der IMCD-Zellen in der Zellkultur erneut die Schritte
von der RNA-Isolierung bis hin zur real-time-PCR. Neben Renin und den Housekeeping-
Genen, B-Aktin und RPL32, wurde auch die Transkription des sammelrohrspezifischen

,Markergens* Aquaporin-2 quantifiziert.

4. M1-Sammelrohrzelllinie

Aufgrund des hohen Zeit- und Materialaufwands und dem damit einhergehenden Verbrauch
an Versuchstieren fur die Kultivierung der Primarzellen wurde auch untersucht, ob auch
immortalisierte  Zelllinien aus Sammelrohren Renin  exprimieren. Die murine
Sammelrohrzelllinie M1 wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kunzelmann (Institut
fir Physiologie der Universitat Regensburg) zur Verfligung gestellt. Um eine moglichst
dauerhafte Teilungsbereitschaft der Zellen in vitro aufrecht zu erhalten, ist deren
Immortalisierung notwendig. Deshalb erhielt das Genom der Mause, aus denen die
Sammelrohre entnommen wurden, das Genom des ,,SV40-Virus“ (Simian Virus 40) [89].
Insbesondere die Expression des ,,SV40 large T antigen* induziert auf DNA-Ebene die

Verlangerung der Lebensspanne (Immortalisierung) [77, 99].

Nach dem Auftauen der in einem DMSO-haltigen Medium kryokonservierten Zellen wurden
zundchst 3-4 ml des fur die Zellkultur angesetzten Mediums hinzugegeben. Als
Kulturmedium diente DMEM/F12, dem fir einen fiinfprozentigen Anteil FCS und fir einen

einprozentigen Anteil Penicillin und Streptomycin beigesetzt wurde.
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Es folgte die Zentrifugation der Zellsuspension (2400 rpm / 20 °C / 4 min) zum Abscheiden
der Zellen als Pellet am Boden des Falcons. Anschliefend wurde der DMSO-Medium-
Uberstand abgenommen und das Pellet mit 20 ml Medium resuspendiert. In einer 75 cm?
Zellkulturflasche wurde die Zell-Medium-Suspension zur weiteren Kultivierung ausgebracht.
Ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte alle 48 Stunden, wobei das verbrauchte Medium
abpipettiert und durch frisches Kulturmedium ersetzt wurde. Bereits nach ein bis zwei Tagen
konnte ein Anwachsen der Zellen am Layer der Zellkulturflaschen beobachtet werden. Nach
wenigen Tagen war ein konfluentes Wachstum festzustellen. Nun erfolgte das ,,Splitten* bzw.
Passagieren der Zellen, idealerweise noch im subkonfluenten Stadium. Hierzu wurde der
Zellrasen mit 10-20 ml einer auf 37 °C erwdarmten PBS-Pufferlésung gewaschen, um
Medium- und damit Serumreste zu entfernen, da diese die enzymatische Aktivitat der im
Anschluss zum Ablésen der Zellen hinzuzugebenden Trypsin/EDTA-LOsung herabsetzen
wirden [40].

Nun wurde der Zellrasen mit ca. 5 ml einer auf 37 °C vorgewdarmten Trypsin/ EDTA-LG6sung
benetzt und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Der Ablésevorgang der Zellen von der Zellkulturflasche wurde im inversen Mikroskop
verfolgt. Oftmals war ein auf- und abpipettieren notwendig um den Abldsevorgang
mechanisch zu unterstiitzen. Sobald sich die Zellen mikroskopisch frei schwimmend und
kugelig darstellten, war der Ablésevorgang abgeschlossen. Die Trypsin-Zellsuspension wurde
abpipettiert und in ein 50 ml Falcon mit ca. 10 ml vorgelegtem Kulturmedium gegeben.
Durch das im Medium enthaltene FCS wurde die Trypsin-Wirkung bereits abgeschwacht.
Weiter erfolgte die Zentrifugation bei 2400 rpm tber 4 min bei 20 °C, sodass sich die Zellen

von der Trypsinldsung als Sediment abschieden.

Nach der Resuspension des Zellpellets im Kulturmedium konnten die Zellen zum einen
kryokonserviert, zum anderen in neuen Zellkulturflaschen als Subkulturen weiter passagiert

oder auch fir die folgenden Stimulationsversuche auf Well-Platten ausgebracht werden.

Dariiber hinaus wurde auch das Kulturmedium im Rahmen der M1-Sammelrohrzell-Versuche
modifiziert. So wurde das beschriebene Kulturmedium (5 % FCS, 1 % Penicillin und
Streptomycin) um 1 % Insulin-Transferrin-Selen und 20 pl Dexamethason pro 500 ml

Medium erweitert.
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Nach den Arbeitsschritten der Kultivierung folgte nun auch die Stimulation mit Angiotensin
Il. So war es, wie auch bei den vorab durchgefihrten Versuchen mit primaren
Sammelrohrzellen, ein Schwerpunkt, die vermuteten, regulativen Effekte des Angiotensin 11
auf das intrarenale RAS an einem in vitro-Zellmodell zu untersuchen. In diesem
Zusammenhang diente dieser Versuchsansatz dazu, die mdgliche Stimulation der
Reninsynthese in den Sammelrohrzellen durch Angiotensin 1l im Zellkulturmodell
nachvollziehen zu kdnnen, um anschlieBend die intrazelluldaren Signalwege, die in den
Tubuluszellen, im Gegensatz zu den JG-Zellen, eine Stimulation der Reninbildung vermitteln,

identifizieren zu konnen.

Hierzu wurden die Zellen in Form einer Zell-Medium-Suspension zu gleichen Teilen auf eine
12er-Well-Platte ausgebracht. Die Well-Platten waren pyrogen- wie auch DNase- und RNase
frei, mit einer Flache von 3,9 cm? je Well. Abhangig vom Versuchsprotokoll, in dem die
Stimulationsdauer variiert wurde, schloss sich in der Regel 24 Stunden nach dem Ausséden die
Stimulation mit Angiotensin Il an. Zu diesem Zeitpunkt zeigten die Zellen stets eine
Adhérenz. Der Zeitraum, in dem die Stimulation der Zellen durchgefihrt wurde, erstreckte
sich meist Uber 2-4 Tage. Dabei wurde die Stimulationslésung jeweils nach 12 Stunden
erneuert, um eine moglichst konstante Konzentration des Angiotensin Il im Kulturmedium
der Stimulationsgruppe zu gewahrleisten. Der Versuchsaufbau beinhaltete die Behandlung der
Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Angiotensin 11 (10 und 100 nM) sowie die
synchrone Kultivierung einer Kontrollgruppe, welche bis auf das Fehlen der Stimulation mit

Angiotensin Il identischen behandelt wurde.

Nach der entsprechenden Stimulationsdauer erfolgte die ,,Ernte* der Zellen, um diese
hinsichtlich der Renin-mRNA Expression semiquantitativ untersuchen zu kdnnen. Dies lasst
Rickschlisse auf eine mogliche Verdnderung der Genexpression der M1-Sammelrohrzelllinie
unter Angiotensin II-Einfluss im Vergleich zur Kontrollgruppe zu. Hierzu wurde das Kultur-
bzw. Stimulationsmedium abgenommen und die Zellen mit 500 pl Trizol (TRIsure™) je Well
bedeckt. Dies fuhrte einerseits zu einer Lyse der Plasmamembran, damit zu einer Freisetzung
der RNA und nukledren DNA sowie andererseits zu einer Inaktivierung vorhandener RNasen
oder DNasen. Aus dem gewonnenen Zelllysat konnte nun in weiteren Extraktionsschritten die
mRNA isoliert werden. Das TRIsure™-Zelllysat wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei
-80 °C aufbewahrt.
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5. mpkCCD-14-Zelllinie

Bei der mpkCCD-14-Zelllinie handelt es sich ebenfalls um eine murine Sammelrohrzelllinie.
Die Immortalisierung der, im Speziellen kortikal gelegenen Sammelrohrzellen, wurde analog
zu den M1-Zellen durch das Einbringen des SV40 Genoms in die murine DNA erreicht [6].
Die Handhabung der mpkCCD-14-Zellen unterscheidet sich von der obigen Beschreibung fur
M1-Zellen nur in der Verwendung eines anderen Zellkulturmediums. So setzte sich das
Medium fir die mpkCCD-14-Zellen aus 250 ml DMEM, 250 ml Ham’s F12, 1 % Insulin-
Transferrin-Selen, 25 pl Dexamethason, 5 pl Trijodthyronin, 50 pl epidermal growth factor, 5

% FCS, 10 % Glukose sowie 1 % Penicillin und Streptomycin zusammen.

Wie auch die M1-Zellen wurden die mpkCCD-14-Zellen als Subkulturen nach dem
Passagieren kryokonserviert. Hierzu wurden die Zellen nach dem enzymatischen Abldsen
vom Wachstumslayer mittels Trypsin/EDTA zundchst von der Trypsinlésung durch eine
Zentrifugation getrennt. Weiter erfolgte die Resuspension des sich nun am Boden eines
Falcon-Tubes abscheidenden Zell-Pellets in einer fur die Kryokonservierung geeigneten
Losung. Diese bestand aus dem entsprechenden Kulturmedium, welchem DMSO in einer
zehnprozentigen Konzentration zugesetzt war. AnschlieBend erfolgte dann die Aufbewahrung

bei —80 °C oder die langfristige Konservierung in flissigem Stickstoff.

Wie bei den M1-Zellen, war auch bei den mpkCCD-14-Zellen das Ziel, diese nach dem
Kultivieren und Anzichten auf Well-Platten auszubringen, um die geplanten
Stimulationsversuche durchfiihren zu konnen. In Analogie zu den immortalisierten M1-
Sammelrohrzellen war es auch bei den Stimulationsversuchen mit den mpkCCD-14-Zellen
die zentrale Zielsetzung, den Einfluss von Angiotensin Il hinsichtlich der Reninsynthese und -
regulation auf zellularer Ebene zu untersuchen. So wurden identische Arbeitsweisen
beziiglich des Passagierens der Zellen, wie auch des Kultivierens und der Stimulation mit
Angiotensin 1l angewendet. Auch die Stimulationsfrequenz glich den vorausgegangenen M1-

Zellkulturversuchen.

Als wesentliche Variation im Versuchsablauf wurde in einigen Experimenten versucht, die
Zellen einer ldngeren Stimulationsphase auszusetzten, sodass bereits in der Phase des

Passagierens eine Stimulation mit Angiotensin |1 erfolgte.
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Hierzu wurde das Zellkulturmedium bereits ab dem Zeitpunkt der Aussaat der Zellen in
Kulturflaschen mit Angiotensin Il versetzt. Eine Stimulation der Zellen erfolgte nun sowohl in
den Zellkulturflaschen bis in den (sub-)konfluenten Zustand als auch wie bisher in den 12er-
Well-Platten. Die Konzentrationen der Stimulationsmedien blieben hierbei konstant (0 nM, 10
nM, 100 nM Ang II). AulRerhalb dieses Versuchsaufbaus mit verlangerter Stimulationsdauer
wurden die Zellen, wie auch zuvor die M1-Zellen nach der Aussaat auf 12er-Well-Platten fur
ca. 2-3 Tage stimuliert. Dabei wurde das Stimulationsmedium alle 12 Stunden erneuert, um
anschlielend in gleicher Weise wie die M1-Zellen zur Extraktion der mRNA und deren

quantitativer Untersuchung geerntet zu werden.

6. mMRNA-Isolierung

Der Umgang mit RNA wird durch die mogliche, aber zu vermeidende, Kontamination des
Ansatzes mit RNasen gepragt. Anders als die DNA ist die RNA instabiler, sie kann durch
ubiquitdar vorkommende RNasen enzymatisch abgebaut werden. Eine Kontamination kann
durch das Tragen von Einmalhandschuhen und der Verwendung von RNase-freien
Arbeitsmaterialen verhindert werden. AuRerdem wurde fur die Versuchsansatze Wasser
verwendet, welches mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt wurde und der Inaktivierung

der RNasen dient.

Neben der Vermeidung einer Kontamination war das kontinuierliche Kiihlen der Lésungen

und Ansétze ein wirksames Mittel um die Enzymaktivitat der RNasen zu reduzieren.

Im Rahmen der Ernte der Zellen wurden diese mit Trizol (TRIsure™) behandelt und das
Gemisch in Cups Uberfihrt. Dabei bewirkt Trizol eine Lyse der Plasmamembran, die
Freisetzung der RNA und nukledren DNA sowie auch eine Inaktivierung eventuell
vorhandener RNase-Aktivitat. Die weitere Isolation der RNA erfolgte unter Kihlung der
Cups in Aluminiumblocks, die auf Eis gelegt wurden. In der Fortsetzung wurde die RNA-
Isolation nach dem Prinzip der Single-Step-Methode nach Chomczynski und Sacchi [40]
durchgefiihrt. So wurden bei 500 ul Trizol jeweils 200 ul Chloroform hinzugegeben. Die
Cups wurden daraufhin manuell fir ca. 15 Sekunden geschuttelt und der Inhalt gut
durchmischt. Nach einer kurzen Inkubationsphase erfolgte die Zentrifugation (12.000 g, 15
min) in einer auf 2-8 °C gekihlten Zentrifuge mit dem Ziel der Phasenseparation.
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Dadurch enthalt die oberste wéssrige Phase die zu extrahierende DNA, in einer Zwischen-
oder Interphase scheidet sich die DNA ab und in der unteren sogenannten Phenol-Phase
finden sich Proteine [40].

AusschlielRlich die oberste, RNA-haltige, Phase wurde dann in ein separates Cup Uberfihrt.
Dieser Phase wurde nun wahlweise zur ertragreicheren RNA-Fallung, insbesondere bei zu
erwartenden quantitativ niedrigen RNA-Mengen, Glykogen (3 pl einer Glykogenlsung der
Konzentration 2 pg/pl) zugegeben. Mit jeweils 250 pl reinem Isopropanol konnte nun die
RNA prazipitiert und ausgefallt werden. Auf eine zehnminutige Inkubation bei
Raumtemperatur erfolgte erneut eine Zentrifugation (12.000g, 20-30 min, 2-8 °C). Das RNA-
haltige Prazipitat ist nun am Boden des Cups als Pellet zu erkennen. Vorsichtig war nun der
Uberstand abzunehmen und das Pellet wurde in 500 pl, 75 %igen Ethanol resuspendiert und
gewaschen. Nach einem kurzen Vortex-Vorgang und einer weiteren Zentrifugation (7.500g,
4 °C, 5min) schied sich erneut ein RNA-Pellet am Boden des Cups ab. Nach Abpipettieren
des Uberstandes wurde die isolierte RNA 5-10 Minuten an der Luft getrocknet und
anschlieBend in einem ThermoMixer® bei 55-60 °C 10 Minuten lang inkubiert. Nun konnten

die Cups mit der entsprechenden RNA bei -80 °C aufbewahrt werden.

7. Photometrische Messung der mMRNA-Konzentration und reverse Transkription

Um eine moégliche Regulation der Renin mRNA feststellen zu kénnen, sollte eine real-time-
PCR durchgefiihrt werden. Dazu musste zundchst die isolierte Gesamt-mRNA durch reverse
Transkription in eine complementary DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Um dabei jeweils
die gleiche Menge an Ausgangs-mRNA einzusetzen, wurde zunéchst die Konzentration der
RNA in den Ausgangsproben photometrisch bestimmt. Zunédchst erfolgte die Kalibrierung des
Photometers (NanoDrop Spektrophotometer PeglLab) durch die Vermessung von 2 ul DEPC-
Wasser zur Bestimmung des Leerwertes. Weiter wurde dann die RNA-Losung der Cups
vermessen. Hierfir wurden jeweils 2 pl der Proben eingesetzt. Photometrisch wurde bei einer
Wellenl&dnge von 260 nm die RNA-Konzentration der Probe bestimmt. Rechnerisch wurde die
Konzentration uber die optische Dichte sowie tber die Extinktion ermittelt. Hieran schloss
sich die reverse Transkription an, um die RNA in eine fir die real-time-PCR geeignete cDNA
umzuschreiben. Ziel war es, 2 pg RNA in eine cDNA (komplementadre DNA) umzuschreiben,

wobei sich die Mengenverhaltnisse wéhrend der reversen Transkription nicht verédnderten und
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somit ein Rickschluss auf die Transkriptionshaufigkeit eines Gens maglich war. Uber den
Zusammenhang V=m/B (V —Volumen, m —Masse, p— per Photometrie bestimmte
Massenkonzentration) konnte nun das Probenvolumen V bestimmt werden, um identische
RNA-Massen in die reverse Transkription einzusetzen, meist 2 pg. In einem gekuhlten Cup
wurde die RNA-L6sung zusammen mit jel pl Oligo(dT)15 Primer [0,5 po/ul]
zusammengegeben und mit DEPC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 pl aufgefullt. Die
Primer legen den Bereich fest, der durch die RNA-abhangige DNA-Polymerase (reverse
Transkriptase) umgeschrieben wird. Hier wurde ein Primer gewahlt, der an den endstandigen
Poly-A-Bereich eukaryontischer mRNA bindet bzw. hybridisiert und damit ein spezifisches
Umschreiben der mRNA ermdglicht [40]. Diese mRNA wird hierbei als Matrize fiir den
Aufbau einer cDNA, durch die reverse Transkriptase, verwendet. Der Reaktionsansatz wurde
gemischt und fir eine Dauer von 5 min auf 65 °C erhitzt. AnschlieBend kommt es beim
Abkihlen zu einer Anlagerung der entsprechenden mRNA-spezifischen Primer.

Nach der Hybridisierung der Primer wurde der Reaktionsansatz wieder auf Eis gestellt und
ein sogenannter Master-Mix fur die weitere reverse Transkription vorbereitet. Diese
Mischung bestand aus den noch fehlenden Enzymen und Substraten fiir die RT-PCR. So
bestand der Master-Mix pro Reaktionsansatz aus jeweils 4 pl eines 5x First Strand Buffer als
Pufferlosung zur Schaffung eines entsprechenden Reaktionsmilieus, jeweils 4 pl dNTPs (2,5
mM) als Substrat zum komplementdren Aufbau der cDNA sowie je 1 pl einer M-MLV-
reversen Transkriptase (Moloney murine leukemia virus-RT) und 3 pl DEPC-behandeltem
Wasser. Somit ergibt sich ein Master-Mix mit einem insgesamten Volumen von 12 ul pro
Reaktionsansatz, der in die entsprechenden Cups (diese enthalten bereits wie oben

beschrieben die RNA mit den daran gebundenen Primer) pipettiert wurde.

Dieser Ansatz wurde fir eine Stunde im Thermocycler (Labcycler SENSOQUEST,
Gaottingen) inkubiert. Dabei erfolgten die enzymatische Reaktion und die Synthese der cDNA.
Die Reaktion wurde hierauf durch das Erhitzen des Ansatzes auf 94 °C gestoppt, da die
reverse Transkriptase als Protein bei diesen Temperaturen denaturiert. Die nun synthetisierte

cDNA ist wesentlich stabiler als die RNA und kann bei —20 °C aufbewahrt werden.

41



Methoden und Material
8. Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (RTqPCR)

Ziel war es, die Transkriptionshaufigkeit, d.h. die Expression des Renin-Gens in An- und
Abwesenheit eines Angiotensin 11-Stimulus quantitativ zu bestimmen. Hierfur bedient man
sich einer sog. RTqPCR. Auch einer modernen RT-PCR liegt als Prinzip eine Polymerase-
Kettenreaktion zugrunde, wie sie von Kary Mullis im Jahre 1983 entwickelt wurde. Ein
gewunschtes DNA-Molekiil, mit den entsprechenden Primern als Vorlage , markiert®
(Template), wird enzymatisch durch eine DNA-Polymerase vervielfaltigt. Bei ca. 95 °C
erfolgt die Auftrennung (Denaturierung) der DNA-Doppelstrange. Hierauf folgt die
Anlagerung der Primer an das entsprechende Template (Annealing). Bei 72 °C, der optimalen
Arbeitstemperatur der DNA-Polymerase kommt es nun zur Amplifikation des entsprechenden

Templates. Als Substrat dienen bereits anfangs zugesetzte Nukleotide [40].

Das Verfahren der RTqPCR, welches verwendet wurde um den urspriinglich in der Zelle
vorliegenden Gehalt einer bestimmten mRNA und damit die Genexpression quantifizieren zu
kénnen, basiert auf der PCR von Mullis, welche aber um weitere essentielle Bestandteile
modifiziert werden musste. Eine, durch Verwendung entsprechender Primer, ausgewahlte
DNA-Sequenz (Template) wird amplifiziert. Abhangig von der urspringlichen cDNA- bzw.
MRNA- Menge erreicht die DNA-Menge im Reaktionsansatz schneller oder auch langsamer
einen bestimmten Gehalt. Je héher die primdr im Reaktionsansatz vorhandene cDNA-Menge
desto friher wird bei der PCR eine bestimmte Schwellenkonzentration erreicht und desto
weniger Amplifikationszyklen werden bendtigt. Mittels SYBR® Green kann nun die DNA-
Amplifikation verfolgt werden. SYBR® Green lagert sich als Fluoreszenzfarbstoff in die

doppelstrangige DNA ein und fluoresziert wenn es mit Licht angeregt wird.

,Die Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus ist also direkt proportional zur

Zunahme der zu amplifizierenden DNA* [40].

Nach einer bestimmten Anzahl von Amplifikationszyklen entsteht ein Fluoreszenzsignal, das
intensiv genug ist, um vom LightCycler® detektiert zu werden. Diese Zykluszahl stellt den
sogenannten Crossing Point (CP) dar. Aus den zu untersuchenden Proben wurden auch kleine
Mengen (jeweils 3 pl) entnommen und in einem Cup gesammelt. Hieraus wurde eine
Verdunnungsreihe (1:1, 1:3, 1.6, 1:9) erstellt, wobei sich entsprechend der Verdinnung auch

der Crossing Point verschiebt.
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Aus dem bekannten, ansteigenden Verlauf der Crossing Points kann nun eine Standardkurve
berechnet werden. Anhand dieser Standardkurve und der Crossing Points der Einzelproben

kann somit die anfangliche cDNA-Konzentration errechnet werden.

Nach Beendigung der Amplifikationszyklen wurde das Reaktionsgemisch mit den darin
enthaltenen  doppelstrangigen  Templates nochmals erhitzt. Beim  sogenannten
,»Aufschmelzen der DNA kann eine Identifikation des amplifizierten DNA-Abschnitts
erfolgen, da sich die Doppelstrange, abh&ngig vom amplifizierten Template, bei
charakteristischen Temperaturen in Einzelstrdnge spalten (Fluoreszenzsignal erlischt). Dies
hilft zur Uberpriifung, ob die gewiinschte DNA-Sequenz, festgelegt durch die verwendeten

Primer, amplifiziert wurde.

Zur Durchfihrung wurde ein Mastermix, der sich jeweils aus 5 pl SYBR® Green, 0,5 pl
Sense-Primer, 0,5 pl Antisense-Primer sowie 3 pl Wasser zusammensetzt, mit einem
jeweiligen Gesamtvolumen von 9 pl pro Reaktionsansatz, verwendet. Sowohl fur die
Standardkurve als auch fur die Einzelproben wurde 1 pul cDNA mit 9 pl Mastermix in einem
Well einer entsprechenden Light-Cycler-Platte zusammengegeben. Stets in Kombination mit
einer Negativ-Kontrolle, die keine cDNA enthielt. AuBerdem wurde regelméaBig auch ein
Reaktionsansatz in einem Well hinzugefiigt, welcher die cDNA aus einem Zelllysat einer
,,(Gesamt)-Niere* enthielt.

Neben dem im Fokus stehenden Genprodukt, namlich Renin, wurde stets ein sogenanntes
Housekeeping-Gen quantitativ untersucht um einen relativen Vergleich zwischen den
einzelnen Versuchsreihen gewahrleisten zu kdnnen. Hierbei handelte es sich um B-Aktin und
RPL32.

43



Methoden und Material
9. Nebennierenprimarkultur

Um zu klé&ren, ob Nebennierenzellen eine Reninsynthese im Rahmen eines lokalen RAS
betreiben und wie diese reguliert wird, wurde eine Nebennierenpriméarkultur etabliert. Hierzu
wurden Wildtyp-Mause verwendet, die nach einer CO2-Narkose durch Genickbruch getotet

wurden.

Es erfolgte zun&chst, nach Verlagerung des Darmkonvoluts nach kontralateral, die
Préparation im Retroperitonealraum. Am oberen Pol der Nieren aufsitzend zeigten sich die
fettig, gelblich erscheinenden Nebennieren. Entsprechend ihrer endokrinen Funktion
imponierten die Nebennieren mit ihrer, trotz der geringen Grolle, gut sichtbaren
GeféaRzeichnung. Oftmals gestaltete sich die Entnahme der Nebennieren leichter, wenn die
Nieren samt aufsitzenden Nebennieren entnommen wurden und erst anschlieBend eine

Abldsung der Nebennieren von den Nieren erfolgte.

Um eine Kontamination der spateren Zellkultur mit mikrobiellen Verunreinigungen zu
vermeiden, wurden die entnommenen Nieren und Nebennieren in gekihltem PBS-Puffer
gewaschen. Die Nieren wurden von der umgebenden Nierenkapsel befreit. Dann wurden Teile
der Nierenrinde fur die folgende Anlage einer Primdarkultur mit einer sterilen Skalpellklinge
entfernt.

Die Nebennieren wurden durch ein steriles Sieb mit einem Maschenabstand von 70 pum
gedriickt. Hierfur wurde der Kolben einer sterilen Plastikspritze verwendet. In leichten
Kreisbewegungen, ohne Aufbau von Druck, wurden die Nebennieren durch das Sieb
gerieben, wobei unter dem Sieb ein Falcon als AuffanggefaR diente. Hierauf wurden die
Nebennierenfragmente, die noch am Sieb anhafteten, mit 1,5 ml Kulturmedium in das Falcon

gespllt. Dort zeigte sich nun eine homogene, leicht triibe Zellsuspension.

In gleicher Weise wurde mit den Nierenrindenstiickchen verfahren. Allerdings mit dem
Unterschied, dass ein Sieb mit einem Maschenabstand von 100 pm zur Verwendung kam.
Wahrend dieser Bearbeitung des Gewebes musste auf sterile Bedingungen geachtet werden.
Hierzu wurde auf einer Zellkultur-Werkbank mit entsprechendem Flow gearbeitet. Flr die
spatere Bewertung der Untersuchungsbefunde war es zwingend erforderlich, jede
Kontamination, insbesondere der Nebennierenzellen mit Nierenrindengewebe zu vermeiden.

Hierbei ist es von Bedeutung, dass im Nierenkortex durch die granulierten juxtaglomeruldren
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Zellen des glomeruldaren Vas afferens bekanntermallen die Reninproduktion fir das
systemische RAAS stattfindet. Eine Kontamination der Nebennierenkultur mit Kortexzellen
mit deren extensiver Reninproduktion hatte den Nachweis einer Reninproduktion durch ein
eventuell vorliegendes, lokales RAS des Nebennierengewebes, unmdglich gemacht.

Die Nebennierenzellen-Medium-Suspension wurde auf 15 Wells einer 96er-Well-Platte mit
einem Volumen von jeweils 100 pl verteilt. In gleicher Weise wurde die Nierenrindenzellen-

Medium-Suspension auf derselben Well-Platte ausgesat.

Um nun einen moglichen Einfluss von Angiotensin Il auf die Regulation der Reninsynthese
im lokalen RAS untersuchen zu kénnen, wurden sowohl die Nebennierenkulturen wie auch
die Kortexzellen einer Stimulation mit Angiotensin Il ausgesetzt. Ein Einfluss von
Angiotensin Il auf die Reninproduktion in den Nierenkortexzellen im Sinne einer negativen

Rickkopplung war bereits bekannt und besa eine Kontrollfunktion im Versuchsaufbau.

Jeweils 5 Wells der Nebennieren- wie auch der Rindenkultur wurden mit 0 nM (Kontrolle),
10 nM oder 100 nM Angiotensin 1I-Medium behandelt. Das Stimulationsmedium wurde alle
12 Stunden erneuert. Die Zellen wurden nach zweimaliger Stimulation geerntet. Hierbei
wurde das Medium abpipettiert und der im Well verbleibenden Zellrasen wurde mit 100 pl
Trizol (TRIsure™) bedeckt.

Nach einer Kulturzeit von ca. 24 Stunden zeigten nicht alle Zellen eine Adhérenz zur Bildung
eines Zellrasens. Teilweise lagen Zellen frei schwimmend im Kulturmedium vor. Diese
wurden bei der Entnahme des Mediums im Rahmen des ,,Erntevorgangs® mit entfernt. Daher
wurde in einem weiteren Schritt das Medium zentrifugiert, damit sich die darin suspendierten
Zellen als Pellet abschieden. Das Medium wurde zur Reninaktivitatsmessung mittels ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) gewonnen. Das Zellpellet wurde in 100 pl Trizol
(TRIsure™) resuspendiert und mit den Zellen, die sich in der Wellplatte befanden zur RNA-

Isolation und folgenden real-time PCR verwendet.

Um die Reninsynthese der Nebennierenzellen mittels einer Reninaktivitdtsmessung im
Kulturmedium noch genauer quantifizieren zu konnen, musste der Versuchsaufbau
modifiziert werden. Die grundlegende Problematik bestand darin, in wie weit von der
Reninkonzentration im Kulturmedium auf die intrazellulare Reninsynthese geschlossen

werden kann, da intrazellulér vorliegendes Renin bei der Messung nicht bertcksichtig wird.
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Deshalb wurde zusatzlich zur Messung der Reninaktivitat im Kulturmedium eine Messung
der zytosolischen Reninaktivitat vorgenommen. Hierzu wurde die Zell-Medium-Suspension
beim Erntevorgang aus der Vertiefung der Well-Platte entnommen und zentrifugiert.
Anschlielend erfolgte die Trennung der zelluléren Bestandteile vom Kulturmedium, welches

zur Reninaktivitdtsmessung entnommen wurde.

Die Nebennierenzellen hingegen, welche sich bei der Zentrifugation als Pellet abschieden,
wurden in einer 0,1 prozentigen Triton X 100-L6sung resuspendiert. Dies fuhrte zu einem
Aufbrechen der Zellmembranen und einer Freisetzung des intrazellular vorliegenden Renins.
Da Triton X 100 nicht zu einer Denaturierung von Proteinen fiihrt, war eine erganzende
Reninaktivitdtsmessung im Zelllysat moglich. Somit konnte zur Quantifizierung der

Reninsynthese die intra- und extrazellulére Reninkonzentration herangezogen werden.

Neben der Regulation der Reninsynthese durch Angiotensin Il sollte im Rahmen dieses
Versuchsaufbaus auch der Einfluss von Forskolin und IBMX auf die Reninfreisetzung der in
vitro vorliegenden Nebennierenzellen untersucht werden. Forskolin steigert, wie vorab schon
erwéhnt, die Aktivitat der intrazelluldaren Adenylatzyklase und erhoht somit die zytosolische
cAMP-Konzentration. Zyklisches Adenosinmonophosphat stellt den zentralen intrazelluléaren
Stimulus der Reninsekretion dar. IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthin) erhéht ebenfalls die
intrazellulare cAMP-Konzentration, indem es die enzymatische Funktion der

Phosphodiesterase, ndmlich den Abbau von cAMP, hemmt.

Die Nebennierenzellprimarkultur wurde wie oben beschrieben angelegt. Anstelle von
Angiotensin Il wurden die Zellen mit Forskolin und IBMX stimuliert. Hierbei wurde in der
Stimulationgruppe eine Konzentration von 10 mM fir Forskolin und eine Konzentration von
5 uM fiur IBMX eingestellt. Der Versuchsaufbau enthielt eine Kontrollgruppe, weiter eine mit
Forskolin stimulierte Gruppe, eine mit IBMX stimulierte Gruppe und eine Zellgruppe, welche
mit Forskolin sowie IBMX stimuliert wurde. Die Messung der Reninkonzentration im
Medium erfolgte identisch zu der Angiotensin-Stimulation mit einem ELISA, wie im

folgenden Punkt beschrieben.
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10. Reninaktivitatsmessung (Angiotensin-1-ELISA)

Die Reninsynthese sowie deren Regulation innerhalb eines lokalen, in der Nebenniere
wirkenden RAS, waren auch bei diesem Zellkulturversuch von zentralem Interesse. In den
bisherigen Versuchen wurde die Reninexpression auf mRNA-Ebene quantifiziert und

spiegelte die Transkriptionshaufigkeit des Renin-Gens wieder.

Bei dieser Reninaktivitatsmessung erfolgte eine Quantifizierung der Reninsynthese anhand
seiner enzymatischen Aktivitat im Kulturmedium. Damit sollte untersucht werden, ob
Nebennierenzellen Renin synthetisieren und auch ins Medium sezernieren und ob diese

Synthese einer Regulation durch Angiotensin Il unterliegt.

Die Messung der enzymatischen Aktivitat des Renins im Kulturmedium erfolgte mittels eines
ELISA, in welchem, die von der Protease Renin Kkatalysierte Reaktion, nadmlich die
enzymatische Umwandlung von Angiotensinogen in Angiotensin I, betrachtet wird. Es wurde
ein ELISA-Kit der Firma IBL-International® verwendet. Bei dem ,,Angiotensin I (PRA)
ELISA* handelt es sich um einen kompetitiven Assay. Uber den Nachweis und die
Quantifizierung von Angiotensin I, dem Produkt aus der Reaktion von Angiotensinogen
(Substrat) mit Renin, gelingt es, auf die im Reaktionsansatz vorliegende Reninkonzentration
zu schlieBen. Die Quantifizierung der Reninkonzentration gelingt also bei diesem Ansatz
nicht direkt, sondern indirekt Uber die Messung des Produkts der enzymatischen
Reninfunktion. Das verwendete Reninsubstrat wurde aus dem Plasma von beidseitig
nephrektomierten Versuchstieren gewonnen, bei denen aufgrund der nun fehlenden
Reninfunktion hohe Plasmaspiegel an Angiotensinogen erreicht werden.

Prinzipiell umfasste dieser ELISA die Bestimmung der Reninkonzentration von Einzelproben,
von Kaltwerten bei denen die enzymatische Reaktion durch Abkuhlen des Reaktionsansatzes
unterbunden wurde, sowie von Standardwerten zur Etablierung einer Referenz, durch die eine
Quantifizierung der Einzelproben erfolgte. Ziel war es, die Reninkonzentration im

Zellkulturmedium der Nebennierenprimérkultur zu bestimmen.

Die Mediumproben, die wie oben beschrieben gewonnen wurden, stellten also die
Einzelproben dar. Fir die Kaltwerte wurde von den Einzelproben eine bestimmte Menge
genommen und gepoolt. Bei diesem Ansatz wurden 2 Kaltwerte bestimmt, sodass ein

Gesamtvolumen an gepoolten Einzelproben von 68 pl notwendig war.
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Fur die Herstellung eines Reaktionsansatzes zur Bestimmung der Einzelproben waren jeweils
34 ul Mediumprobe, 1 pl PMSF (Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid), sowie 13 pl
Reninsubstrat und 5 pl Generation Buffer notwendig. Diese Komponenten wurden jeweils in
einem Cup angesetzt. Hierbei verhindern PMSF als Protease Inhibitor sowie der Generation
Buffer die Degradation des enzymatisch gebildeten Angiotensin I. Dieser Reaktionsansatz
(Warmwert/Einzelproben) wird nun fur 90 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Wéhrend
dieser Zeit lauft die durch Renin katalysierte Umwandlung von Angiotensinogen (im

Reninsubstrat enthalten) zu Angiotensin | ab.

Die Kaltwertproben beinhalten die gleichen, oben genannten Komponenten. Da diese
allerdings bei 4 °C inkubiert werden, kann hier die enzymatische Umwandlung von
Angiotensinogen zu Angiotensin | nicht ablaufen. Nach der Inkubation erfolgt nun der
eigentliche immunologische Assay. Hierzu wird zunéchst der Standard in die entsprechenden
Wells der im Kit enthaltenen Mikrotiterplatten pipettiert. Die Vertiefungen dieser Mikrowell-
Platten haben an ihrer Oberflache Antikdrper gebunden. Diese sind spezifisch gegen
Angiotensin | als Antigen gerichtet und binden dieses. Nach den Standardproben werden auch

die inkubierten Proben (Kalt- und Warmwerte) in die Wells der Mikrotiterplatten pipettiert.

Im né&chsten Schritt wird Angiotensin I-Biotin zu den Proben gegeben. Hierbei handelt es sich
um Angiotensin I, an welches Biotin gebunden wurde. Nun konkurrieren Angiotensin | als
Produkt der Reninfunktion, das wahrend der Inkubation der Warmwertproben aus dem
Reninsubstrat gebildet wurde und das hinzugegebene Angiotensin I-Biotin-Konjugat und die

Bindung an die Ang-1-Antikdrper an der Microwell-Oberflache.

Abhéangig von der Angiotensin I-Konzentration in den Proben, die wiederum von der
urspriinglichen Reninkonzentration im Medium abhéngig ist, gelingt es dem Angiotensin |-
Biotin-Konjugat an die Ang I-Antikoérper zu binden. Nachdem diese kompetitive Antigen-
Antikdrper-Reaktion abgelaufen ist und sich entsprechend der vorliegenden Konzentration in
einem Gleichgewicht befindet, folgt ein Waschvorgang bei dem die nicht immunologisch

gebundenen Bestandteile des Ansatzes entfernt werden.

Nun wird Streptavidin-HRP  (Horseradish-Peroxidase)-Konjugat hinzugegeben. Der
Streptavidin-Anteil bindet an die Biotin-Komponente des Ang I-Biotin-Konjugats, das mehr

oder weniger Uber den Antikdrper an der Mikrowell-Platte gebunden ist. Nach einem weiteren
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Waschvorgang wird das TMB-Substrat (Tetramethylbenzidin) hinzugefigt. Durch die HRP-
Funktion und der Reaktion mit TMB kommt es zu einer Gelbfarbung des Reaktionsansatzes.

Wird die Reaktion mit Schwefels&ure abgestoppt gibt es einen Farbumschlag nach blau.

Es erfolgt die photometrische Vermessung bei 450 nm. Die Quantifizierung der urspriinglich
im Medium vorhandenen Konzentration erfolgt also photometrisch. Hierbei ist die Intensitat
der Farbung davon abhédngig wie viel Angiotensin | wahrend der Inkubation aus dem
Reninsubstrat enzymatisch gebildet wurde. Denn davon héngt ab, wie viel Angiotensin I-
Biotin-Konjugat an die Ang I-Antikdrper binden kann. Je weniger Angiotensin | aus dem
Inkubationsvorgang, aufgrund geringer Reninmengen, synthetisiert werden kann, desto mehr
Antikorperbindungsstellen werden durch das Ang I-Biotin-Konjugat besetzt. Folglich kann
auch mehr Streptavidin-HRP binden und die Farbreaktion fallt umso intensiver aus.
Letztendlich kann nun anhand der Standardkurve die urspringlich im Reaktionsansatz

vorhandene Reninkonzentration berechnet werden [35].
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11. Gerate
Gerat Hersteller/Lieferant
Autoklav Systec GmbH, Wettenberg
Brutschranke WTB Binder, Labortechnik GmbH, Tuttlingen

Heraeus Labor Center, Nlrnberg

Kihl- und Gefrierschranke

Schymke Klima-Kalte-Liftung, Nirnberg

Mikroskope

Leitz Messtechnik GmbH, Wetzlar
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

NanoDrop Spectrophotometer ND1000

PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

PCR-Gerate:
-LightCycler® 480 Real-Time-PCR
-Thermocycler: Labcycler

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
SENSOQUEST Biomedical Electronics,
Gottingen

Pipetten:
-Pipetman P1000, P200, P100, P10
-Multichannel Pipette

Gilson, Inc., Middleton, USA

Pipettierhilfe accu-jet® pro

Brand GmbH & CoKG, Wertheim

Plattenschiittler PMS-1000

Grant Bio, USA

Sterilwerkbank s@femate 1.5 vision

Labotect GmbH, Gottingen

Sunrise Absorbance Reader

TECAN Austria GmbH, Salzburg

Thermomixer

Clemens GmbH, Waldbuttelbrunn

Vortexer:
-MS1 Minishaker
-VTX-3000L Mixer

IKA®-Werke GmbH & CoKG, Staufen
UZUSIO, Tokio, Japan

Waage Sartorius AG, Gottingen

Wasserbad:

-Julabo PC JULABO GmbH, Seelbach

-Haake FK Labexchange-Die Laborgeratebdrse GmbH,

Burladingen

50



Methoden und Material

Gerat

Hersteller/Lieferant

Zentrifugen:

-Centrifuge 5417 R

-CS-15R Centrifuge

-neoLab® - Zentrifuge mit \Vortexer

Eppendorf AG, Hamburg

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH,
Heidelberg

Diese Ubersicht erhebt keinen Anspruch

Bedarf tUber den Fachhandel erworben.

12. Verbrauchsmaterial

auf Vollstandigkeit. Weitere Gerate wurden bei

Material

Hersteller/Lieferant

Cups:
-Easy Cap (2 ml, 1,5 ml, 0,2 ml)
-Safe Seal (2 ml, 1,5 ml)

Eppendorf AG, Hamburg und
SARSTEDT AG & Co, Numbrecht

CO2-Gasflasche

Linde AG, Pullach

Einmalkanilen steril 20G

Hartenstein Laborbedarf

Einmalspritzen steril (5 ml, 10 ml)

Hartenstein Laborbedarf

Glaswaren:
-SchottgeféalRe, Glaspetrischalen

-Erlenmeyerkolben, Bechergléser

Schott AG, Mainz

Handschuhe

Carl Roth GmbH & CoKG, Karlsruhe
VWR International GmbH, Darmstadt

Kryorohrchen steril, Kryobox

NUNC A/S, Roskilde, Danemark
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Material

Hersteller/Lieferant

Mikrotiter-/Multiwellplatten:
-Zellkultur-Well-Platten, 12-, 96- Well
-Light Cycler 480 Multiwell Plate 96+
-Rabbit Anti-Ang-1 Antibody Coated
Microwell PI. 96

SARSTEDT AG & Co, Numbrecht
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
IBL INTERNATIONAL GMBH, Hamburg

Nylon-Zellfilter (Maschenweite 70 u.
100 pm)

Hartenstein Laborbedarf

Pipetten:
-Auslaufpipetten steril

-Pasteurpipetten

SARSTEDT AG & Co, Nimbrecht
Brand GmbH & CoKG, Wertheim

Pipettenspitzen mit u. ohne Filter (10,
100, 200 und 1000 pl)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
SARSTEDT AG & Co, Numbrecht

Préaparationsbesteck

Pinzette, Schere

MSG Medizinische Gerate, Handel und Service
GmbH, Wuppertal

Reagenzrohrchen (15 ml, 50 ml)

SARSTEDT AG & Co, Nimbrecht

Skalpellklingen steril

Hartenstein Laborbedarf

Sterilfilter:

-Filtropur BT50 Flaschenaufsatzfilter
(Porengréle 0,2 pm)

-Filtropur S 0.2 Spritzenvorsatzfilter
(Porengrofie 0,2 pum)

-50 ml Spritze mit Luer-Lock (Typ
infuject)

SARSTEDT AG & Co, Nimbrecht

Hartenstein Laborbedarf

Zellkulturflasche 75 cm?

SARSTEDT AG & Co, Numbrecht

Diese Ubersicht erhebt keinen Anspruch auf Vollstandigkeit. Weiteres Material wurde bei

Bedarf tiber den Fachhandel erworben.
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13. Zellkulturmedien und Medienzusatze, Puffer und Lésungen

Medium/Zusatz/Puffer/Lésungen

Hersteller/Lieferant

Angiotensin Il SIGMA-AIdrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Collagen A Biochrom AG, Berlin

Dexamethason SIGMA-AIdrich Chemie GmbH,

Taufkirchen

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

DMEM/F12 1:1 Mixture

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Epidermal Growth Factor (EGF)

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen

Ethanol 75 %:

35,5 ml 99 % EtOH p.a., 12,5 ml DEPC-H,0

Ethanol 70 %:

700 ml 99 % EtOH (technisch), 290 ml H,O

FCS (fetal calf serum)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Forskolin SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Taufk.
Ham‘s F12 Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
IBMX SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Taufk.

Insulin-Transferrin-Selenium-G Supplement

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

MEM-Medium

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

1x DPBS

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin-L6sung (10.000 U/mi
Penicillin, 10.000 pg/ml Streptomycin)(15140)

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

3,3¢,5-Triiodo-L-thyronine sodium salt (T3)
(T5516) 1 mg

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen

Verdauldsung
-Glycin
-Hyaluronidase
-Collagenase Typ Il
-Trypsin-Inhibitor
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14. Chemikalien und Reagenzien

Methoden und Material

Produkt

Hersteller/Lieferant

BSA

SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Calciumchlorid CaCl,

Merck KGaA, Darmstadt

Chloroform Acros Organics, Morris Plains, USA

DEPC SIGMA-AIdrich Chemie GmbH, Taufkirchen
D-(+)-Glucose SIGMA-AIdrich Chemie GmbH, Taufkirchen
DMSO Merck KGaA, Darmstadt

dNTP Set [2,5 mM] Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

EDTA Merck KGaA, Darmstadt

Ethanol (99 %) p.a.

Acros Organics, Morris Plains, USA

5x First Strand Buffer

Invitrogen, Karlsruhe

Glycin SIGMA-AIdrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Glykogen Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Isopropanol Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Oligo(dT)ss Primer [0,5 pg/ul]

Promega Deutschland GmbH, Mannheim

Triton X-100

Boehringer, Mannheim

Trypsin/EDTA-Solution 0,05 %/0,02 %
in PBS, ohne Ca**/Mg?*, pH 7,6 (P10-
023500)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
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15. Enzyme und Kit-Systeme

Methoden und Material

Produkt

Hersteller/Lieferant

Angiotensin | (PRA) ELISA

IBL INTERNATIONAL GMBH, Hamburg

Collagenase Type 2 [240 U/mg]

Worthington Biochemical Corp., Lakewood, USA

Light Cycler 480 SYBR® Green |
Master

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

M-MLV-RT (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transkriptase)
40.000 U [200 U/pul]

Invitrogen, Karlsruhe

TRIsure™

Bioline, Luckenwalde

Reverse Transkriptase System

Promega, Mannheim
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16. Primer

Methoden und Material

Bezeichnung

Sequenz (5’ - 3°)

B-Aktin-sense GGTCCACACCCGCCACCAG
B-Aktin-antisense GGGCCTCGTCACCCACATAGG
Aquaporin-2-sense ACCCTGGGCCACCTCCTTGG
Aquaporin-2-antisense GCGCTCCTGCAGGCTCTTGG

AT1-Receptor-sense

AT1-Receptor-antisense

TCACCAGATCAAGTGCATTTTGA
AGAGTTAAGGGCCATTTTGCTTT

RPL32-sense TGGAGGTGCTGCTGATGTG
RPL32-antisense CGTTGGGATTGGTGACTCTGA
Renin-sense GGTGTTCTAGGCATGGGCTT
Renin-antisense GATAATGCTGCGGGTCGCTA
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I11. Ergebnisse

1. Untersuchungen an isolierten Sammelrohren aus Nierenrinde und auf3erem

Nierenmark, sowie an frisch isoliertem inneren Nierenmark

Wie erwahnt ist die Reninbildung im Tubulus unter Normalbedingungen sehr gering und
steigt nur in pathologischen Zustanden stark an. Um zu berprifen, ob die Renin mRNA
Expression in nativem Gewebe von gesunden Mausen Uberhaupt nachweisbar ist, wurden
Sammelrohre aus dem Kortex und dem &ulReren Mark per Mikrodissektion isoliert. Um die
Sammelrohre klar identifizieren zu kénnen, wurde eine Reportermaus verwendet (AQP-2-Cre
/ Tomato, siehe Kap. 1l.1.), die eine grine Fluoreszenz nur in Sammelrohren zeigte. Zudem
wurde bei diesen Mausen das innere Mark der Nieren entnommen und zur Analyse

verwendet.

Die Renin mRNA Expression wurde mittels real-time-PCR semiquantitativ bestimmt und zur
Normierung auf die mRNA-Expression von zwei unterschiedlichen Housekeeping Genen,
namlich RPL32 und B-Aktin bezogen. Wie in Abbildung 8 dargestellt, konnte Renin mRNA
in den Sammelrohren des Kortex und der duReren Medulla nachgewiesen werden. Allerdings
war die Expressionstarke in den Sammelrohren dieser Kompartimente deutlich niedriger, als
im inneren Mark der Nieren. Diese unterschiedliche Verteilung war unabhéngig vom

verwendeten Housekeeping Gen als Referenz.
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Abb. 8: Renin mRNA Expression in isolierten Sammelrohren der Nierenrinde und des

auleren Nierenmarks sowie im inneren Nierenmark

Zur Normierung wurden die Renin mRNA Level auf die mRNA-Expression der
Housekeeping Gene RPL32 (linke Abbildung) und B-Aktin (rechte Abbildung) bezogen (je

n=4 Rinde, aulleres Mark, inneres Mark).
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Im Gegensatz zur starken Expression der Renin mRNA im inneren Mark, war die mRNA
Expression von Aquaporin-2, einem spezifisch im Sammelrohr exprimierten Protein, eher
gleichméRig in den Sammelrohren aller Nierenzonen exprimiert. Es zeigte sich im Gegenteil
sogar ein Trend zu einer geringeren Expression im inneren Mark, also zu einer

gegensatzlichen Verteilung verglichen mit der Renin mRNA Expression (Abb. 9).
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Abb. 9: Aquaporin-2 mRNA Expression in isolierten Sammelrohren der Nierenrinde

und des duRReren Nierenmarks sowie im inneren Nierenmark

Zur Normierung wurden die Aquaporin-2 mRNA Level auf die mRNA-Expression der
Housekeeping Gene RPL32 (linke Abbildung) und B-Aktin (rechte Abbildung) bezogen (je
n=4 Rinde, dulleres Mark, inneres Mark).
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2. Primarzellkultur aus isolierten Sammelrohren und isoliertem inneren Nierenmark

Auf der Grundlage der nachweisbaren Renin mRNA Expression in den isolierten
Sammelrohren und vor allem dem isolierten inneren Mark, wurde im nachsten Schritt

versucht, aus diesen Strukturen Primarzellkulturen von Sammelrohrzellen anzulegen.

Trotz der Verwendung unterschiedlicher Protokolle (Kulturmedien, Kulturschalen,
eingesetzte Gewebemenge, etc.) gelang es nicht, Primdrzellkulturen aus isolierten
Sammelrohren des Kortex oder des aufieren Marks anzulegen, die eine reproduzierbare Renin
MRNA Expression aufwiesen. Die Zyklenzahl bei dem der Crossing Point in der real-time-
PCR erreicht wurde entsprach dem einer Negativ Kontrolle, z.B. einer Probe, die anstelle von
cDNA nur Wasser enthielt. Diese Versuche wurden daher erfolglos eingestellt.

Im Gegensatz zu den isolierten Sammelrohren, wuchsen aus dem isolierten inneren Mark
Zellen (IMCD Zellen) aus. Diese Zellen zeigten eine klare Expression von Renin mRNA,
wobei die Expression gegenlber nativem Nierengewebe, welches auch juxtaglomerulare

Zellen als stark reninexprimierende Zellen enthalt, sehr gering war (Abb. 10).
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Abb. 10: Renin mRNA Expression in IMCD Zellen im Vergleich zu der Renin mMRNA

Expression in einer nativen (Gesamt)-Niere

Zur Normierung wurden die Renin mRNA Level auf die mRNA-Expression der
Housekeeping Gene RPL32 (linke Abbildung) und B-Aktin (rechte Abbildung) bezogen (je
n=3 IMCD, native (Gesamt)-Niere).

Vergleicht man den Crossing Point der Renin mRNA Expression der IMCD Zellen mit dem
der nativen inneren Medulla, also dem Ausgangsgewebe der IMCD Zellen vor der
Kultivierung, so zeigt sich, dass die Reninsynthese in Laufe der Kultur geringer wird.
Wahrend der Crossing Point bei nativem Gewebe bei 20,3 + 0,12 Zyklen lag, waren bei
IMCD 29,5 + 0,6 Zyklen notwendig um den Crossing Point zu erreichen. Die

Negativkontrolle zeigte keine Renin Expression (Crossing Point tiber 35 Zyklen).
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Um zu Uberprifen, ob es sich bei den untersuchten Zellen tatsachlich um Sammelrohrzellen
handelt, wurde die Expression von Aquaporin-2 (AQP-2) bestimmt. AQP-2 wird in der Niere
ausschleiflich im Sammelrohr und im Verbindungstubulus exprimert. Da es im inneren
Nierenmark allerdings keine Verbindungstubuli gibt, kann aus dem Nachweis von AQP-2
geschlossen werden, dass die untersuchten Zellen von Sammelrohren abstammen. Wie in
Abb. 11 gezeigt, exprimieren die IMCD Zellen tatsachlich AQP-2. Allerdings, &hnlich wie
beim Renin, ist das Expressionsniveau im Vergleich zur Gesamtniere gering. Auch im
Vergleich zum Ausgangsgewebe (Crossing Point 17,15 + 0,17) ist die Expression vermindert
(IMCD 24.47 + 1,27).
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Abb. 11: Aquaporin-2 mRNA Expression in IMCD Zellen im Vergleich zu der Renin
MRNA Expression in einer nativen (Gesamt)-Niere

Zur Normierung wurden die Aquaporin-2 mRNA Level auf die mRNA-Expression der
Housekeeping Gene RPL32 (linke Abbildung) und B-Aktin (rechte Abbildung) bezogen (je
n=3 IMCD, native (Gesamt)-Niere).
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass es mdglich ist, eine Primérzellkultur von
Sammelrohrzellen aus dem inneren Mark anzulegen. Die Expression von Renin und
Agquaporin-2, einem zentralen Funktionsprotein nativer Sammelrohre, nimmt zwar in Kultur
ab, die Expressionsstarke wére aber ausreichend, um weiterfihrende Untersuchungen zur

Regulation der Reninbildung im Sammelrohr durchzufihren.

3. Reninexpression in den Sammelrohrzelllinien M1 und mpkCCD-14

Die zuvor etablierte Methode zur Priméarzellkultur von Sammelrohrzellen ist generell fir
weiterflihrende Untersuchungen geeignet. Allerdings hat eine Priméarzellkultur den Nachteil,
dass fur jedes Experiment neue Kulturen angelegt werden missen. Neben dem hohen
Zeitaufwand fiir die Isolation und das Aus- und Anwachsen der Zellen, stellt auch der damit
verbundene Verbrauch an Versuchstieren ein ethisches Problem dar. Diese Probleme kdnnen
durch die Verwendung von immortalisierten Zelllinien, die standig nachwachsen und daher
schnell und in erfoderlicher Menge verfiigbar sind, umgangen werden. Allerdings verlieren
immortalisierte Zelllinien in vielen Fallen ihre Gen- und Proteinexpression, entfernen sich
also in ihrer genetischen Signatur von ihren Ursprungszellen. Um zu Gberpriifen, ob zwei der
in der Nierenforschung am h&ufigsten verwendeten Sammelrohrzelllinien ausreichend Renin
MRNA exprimieren, um sie fur weitere Untersuchungen nutzen zu kénnen, wurden M1 Zellen

und mpkCCD-14 Zellen in Kultur genommen.

Trotz verschiedener Modifikationen der Kulturbedingungen lie} sich in keiner der beiden
Zelllinien Renin - mRNA nachweisen. Eine bei der real-time-PCR mitlaufenden
Positivkontrolle (cDNA Gesamtniere, Crossing Point ca. 20 Zyklen, Abb. 12, oben) belegte,
dass die PCR regelrecht funktioniert hatte und auch die Expression des Housekeeping Gens [3-
Aktin in den Zellen war stets im erwarteten Rahmen (Crossing Point 12 — 13 Zyklen). Der
Crossing Point der Renin mRNA jedoch lag regelmaRig im Bereich der Negativkontrolle
(Abb. 12, oben) oder es zeigten sich lediglich unspezifische PCR-Produkte (Abb. 12, unten:
Schmelzkurvenanalyse), sodass daraus geschlossen werden muss, dass diese Zelllinien kein
Renin exprimieren, oder dass die Expression zumindest so gering ist, dass die Nutzung der

Zellen fiir weiterflihrende Untersuchungen nicht sinnvoll ist.
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Abb. 12: real-time-PCR zur semiquantitativen Messung der Renin mRNA in der

Sammelrohrzelllinie M1

Obere Abbildung: Darstellung der CPs bzw. des Fluoreszenzsignals wéhrend der

Amplifizierung der Renin cDNA

Untere Abbildung: Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte
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4. Reninexpression in Nebennierenzellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Sammelrohrzellen eine Quelle lokaler Reninbildung
darstellen und damit fir die mogliche Etablierung eines Zellkulturmodells geeignet sind,
sollte auch geklart werden, ob Zellen der Nebennierenrinde Renin synthetisieren. Weiter
sollte eine Priméarzellkultur aus Nebennierenzellen angelegt werden, um die Regulation des

Renins auf zelluldrer Ebene untersuchen zu kdnnen.
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Abb. 13: Renin mRNA Expression in Nebennierenzellen (linke Abbildung) und in Zellen

der Nieren (Rinde) (rechte Abbildung) unter Stimulation mit Angiotensin 11

Zur Normierung wurden die Renin mRNA Level in Nebenniere und Nieren (Rinde) auf die

MRNA-Expression des Housekeeping Gens B-Aktin bezogen (je n=6 Nebenniere, Niere).
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Zunéchst wurde untersucht, ob Nebennierenzellen eine Reninsynthese zeigen und somit Renin
MRNA exprimieren. Weiter wurde Angiotensin Il hinsichtlich eines mdglichen
stimulatorischen Effekts auf die Reninsynthese uUberprift. Hierzu wurden die Zellen
unterschiedlichen Konzentrationen von Angiotensin 1l (10 nM, 100 nM) ausgesetzt.
Tatsachlich zeigte sich zum einen eine Renin Expression in den Nebennierenzellen und
dariiber hinaus eine verstarkte Reninsynthese unter dem Einfluss von Angiotensin Il. Dieser
Zusammenhang spiegelt sich in der steigenden Renin mRNA Konzentration unter

Stimulationsbedingungen wider (Abb. 13, links).

Zum Vergleich wurde auch die Renin mRNA Expression in der Nierenrinde untersucht. Da in
diesem Gewebe die JG-Zellen lokalisiert sind, ist die Renin mRNA Expression und damit
auch die Reninsynthese erwartungsgemald hoch und viel hoher als in den Nebennierenzellen
(etwa 100-fach). Unter Stimulation mit Angiotensin Il (10 nM, 100 nM) wird die
Reninsynthese in den kortikalen Nierenzellen wie erwartet (ber den bereits bekannten,

negativen Feedback-Mechanismus gehemmt.

In Zusammenfassung dieser Ergebnisse ergeben sich flir Angiotensin Il hinsichtlich der
Reninsynthese also gegensatzliche regulatorische Effekte. Wahrend Angiotensin Il die
Reninbildung in den Nebennierenzellen stimuliert, hat es auf die Reninbildung in den
kortikalen Nierenzellen einen hemmenden Effekt.

Weiter wurden diese regulatorischen Effekte nicht nur auf Transkriptionsebene untersucht,
sondern auch auf enzymatischer Ebene mittels einer Reninaktivitdtsmessung. Um eine
Aussage dartber treffen zu konnen, ob die regulatorischen Effekte von Angiotensin Il
lediglich die Reninbildung oder aber auch die Reninfreisetzung beeinflussen, wurde die
Reninaktivitat im Kulturmedium (Uberstand) bestimmt (Abb. 14).
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Abb. 14: Reninaktivitat/Konzentration gemessen im Kulturmedium (Uberstand) einer
Nebennierenkultur (linke Abbildung) und einer Zellkultur mit kortikalen Nierenzellen

(rechte Abbildung) jeweils unter Stimulation mit Angiotensin Il (10 nM, 100 nM)

(je n=17 Nebenniere, Nierenkortex)

Zundchst ist festzustellen, dass in der Nebennierenkultur eine Reninaktivitat nachzuweisen ist.
Analog zu den Ergebnissen aus den PCR-Analysen (Abb. 13) zeigt sich auch bei der
Reninaktivitatsmessung im Uberstand eine Steigerung der Reninaktivitit bei den Nebennieren
unter dem Einfluss von Angiotensin Il. Weiter bestatigt sich der hemmende Effekt von
Angiotensin Il auf die Reninbildung/freisetzung durch die kortikal gelegenen JG-Zellen,
wobei dieser inhibitorische Effekt aufgrund der fehlenden Vorstimulation eher gering
ausgepragt ist.

Neben den gegensétzlichen Regulationseffekten durch Angiotensin Il unterscheiden sich die
Nebennierenzellen und die kortikalen Nierenzellen in der Bildung einer Reninaktivitat. Diese
ist erwartungsgemaR in den JG-Zellen deutlich héher. Schliel3lich wird tber die JG-Zellen
Renin fur das systemisch wirkende RAS bereitgestellt, wéhrend die Reninaktivitat in den

Nebennierenzellen eher fir lokale Effekte verantwortlich ist.
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Die Veranderung der Reninaktivitét in der Nebenniere unter dem Einfluss von Angiotensin 11
ist in dem Bereich von 10 bis 100 nM konzentrationsunabhéngig. Das bedeutet, dass trotz der
Verwendung eines 10-fach hoher konzentrierten Stimulationsmediums in diesem

Konzentrationsbereich keine Steigerung der Reninaktivitat festzustellen ist.

Da es sich bereits bei 10 nM um eine physiologisch relativ hohe Konzentration handelt, ist
maoglicherweise davon auszugehen, dass in diesem Bereich eine Sattigung erreicht wird.
Deshalb wurde in einem weiteren Schritt eine Wiederholung der Stimulation durchgefuhrt.
Hierbei fanden Stimulationsmedien von 100 pM, 1 nM, 10 nM und 100 nM Verwendung,
wobei sich in einem Bereich von 100 pM bis 10 nM eine Konzentrationsabhangigkeit der

Reninaktivitdt vom Stimulationsmedium ableiten lieR.
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Abb. 15: Reninaktivitat/Konzentration gemessen im Kulturmedium (Uberstand) einer

Nebennierenkultur unter Stimulation mit Angiotensin 11 (100 pM, 1, 10 und 100 nM)

(n=7 Nebenniere)
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IV. Diskussion

1. Vorwort

Aus dem Nachweis einer Reninsynthese aulRerhalb der glomerularen JG-Zellen ergeben sich
viele Fragestellungen. Diese beziehen sich nicht nur auf die physiologische Bedeutung und
die Effekte eines lokal wirksamen RAS, sondern, nachdem eine erhohte, gewebsstéandige
Reninproduktion bereits bei Krankheitsbildern wie dem Diabetes mellitus [42] oder der
arteriellen Hypertonie [29] nachgewiesen werden konnte, auch auf die Rolle, die dieses
System in der Pathophysiologie einnimmt. Aufbauend auf das bessere Verstandnis eines
lokalen RAS in der Physiologie und auch in der Pathophysiologie ergibt sich auch die
Hoffnung, Erkrankungen, bei deren Pathogenese ein lokales RAS mitwirkt, besser verstehen
und gegebenfalls sogar therapieren zu kénnen. Hieraus erklart sich das Ziel dieser Arbeit, ein
Zellmodell zu entwickeln, anhand dessen die Erforschung des lokalen RAS und seiner

Regulation unterstutzt werden kann.

Um die lokale Reninbildung und -regulation in den Sammelrohrzellen der Mausniere und den
murinen Nebennierenzellen untersuchen zu kdnnen, wurden verschiedene in vitro Kulturen
etabliert. Da Voruntersuchungen einer anderen Arbeitsgruppe [29] auf eine regulatorische
Rolle von Angiotensin Il auf das lokale RAS hinwiesen, wurde in der vorliegenden Arbeit

auch die Wirkung von Angiotensin Il im lokalen RAS in vitro untersucht.
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2. Nachweis einer lokalen Reninsynthese in Sammelrohren

Zunachst wurde versucht, durch die Isolation und Entnahme des inneren Nierenmarks,
welches eine sehr hohe Sammelrohrdichte aufweist, eine groRe Menge an Sammelrohrzellen
zu gewinnen. Zusétzlich erfolgte die Mikrodissektion von Sammelrohren aus dem &ufReren
Mark und der Nierenrinde. Um gezielt Sammelrohre ohne Kontamination mit anderen
Strukturen aus dem heterogenen, renalen Gewebeverbund zu isolieren, wurden fur die

Mikrodissektion Reporter-Mduse verwendet.

Die so gewonnenen Zellen wurden zunéchst jedoch nicht zur Etablierung einer Priméarkultur

verwendet, sondern es erfolgte direkt die Quantifizierung der Reninexpression.

Wahrend sich bei den gewonnenen Sammelrohrproben aus dem &ufferen Mark und der
Nierenrinde nur eine geringe Reninsynthese nachweisen liel}, wiesen die Sammelrohrzellen
des inneren Nierenmarks eine deutliche Expression der Renin mRNA auf. Dieses Resultat
deckt sich mit den Ergebnissen zahlreicher wissenschaftlicher Arbeiten [74, 75, 76, 78, 79].

In dieser Versuchsreihe konnte eine in vivo Reninsynthese in den Sammelrohren gesunder

Mause gezeigt werden. Hieraus folgen zwei wichtige Erkenntnisse.

e Die Methode der Mikrodissektion und Isolation des inneren Nierenmarks ist geeignet,
um primére Sammelrohrzellen als Grundlage fir die folgenden in vitro Versuche zu
gewinnen. Unterstitzt wird dies durch den Nachweis von Aquaporin-2, das die
Sammelrohrzellen charakteristischerweise exprimieren.

e Die Sammelrohre zeigen auch unter physiologischen Bedingungen eine, wenn auch

niedrigere als in pathologischen Zustanden, lokale Reninsynthese.

Damit erfullen die primaren Sammelrohrzellen die Grundvoraussetzung  fur

Zellkulturversuche, in denen die Regulation der lokalen Reninsynthese betrachtet werden soll.
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3. Aus in vivo nach in vitro

Etablierung eines Zellkulturmodells mittels Mikrodissektion nicht wegweisend

Anschlielend wurde der Focus darauf gerichtet, eine Primar-Zellkultur anzulegen. Zwar
konnten bei der Mikrodissektion tatsdchlich Sammelrohrzellen isoliert werden, beim Versuch
der Kultivierung zeigten sich allerdings haufig Kontaminationen mit Bakterien und Pilzen,
was auf den Entnahmeprozess der Nieren zuriickzufihren ist. Obwohl versucht wurde, durch
steriles Arbeiten und Zusetzen von antimikrobiellen Substanzen, dieser Problematik zu
begegnen, mussten jedoch trotzdem mehrere Kulturen verworfen werden. Darlber hinaus war
die durch die Mikrodissektion gewonnene Zellmenge sehr gering, sodass ein Anwachsen der
Sammelrohrzellen in vitro haufig nicht zu beobachten war. Stattdessen wurde der Zellrasen
oftmals von den schneller wachsenden Fibroblasten gebildet. Letztendlich konnte bei den
wenigen Ansétzen, die hinsichtlich der Primarkultur doch erfolgreich waren, keine adaquate
Reninsynthese festgestellt werden. Ganz Uberraschend war dieses Ergebnis jedoch nicht, da
bei der Kultivierung von Primarzellen eine Reihe von Problemen auftreten kann. Verursacht
werden diese Probleme u. a. durch eine geringe Zellzahl, die begrenzte Lebensdauer der
Zellen, Kontaminationen und das Auftreten von typischen Veranderungen, die im
Kulturverlauf primérer Zellen eintreten (z.B. Verringerung der Zellteilungsrate und das
Eintreten der Seneszenz) [61, 83].

4. IMCD-Primérkultur - Verlust der Eigenschaften eines lokalen RAS in vitro?

Durch die Entnahme des inneren Nierenmarks konnten gréfRere Sammelrohrzellmengen ex
vivo entnommen werden und standen auch in ausreichend grofRer Anzahl fir eine
Primdarkultur zu Verfugung. Anhand der Quantifzierung der Expression des Markergens fir
Sammelrohre ,,Aquaporin-2“, konnte nachgewiesen werden, dass Sammelrohrzellen in
relevanter Menge in der Primarkultur vorliegen. Die durchgefiihrte RTgPCR zeigte eine, im
Vergleich zum Ausgangsgewebe zwar geringe, aber doch nachweisbare Renin- und
Aquaporin-2-Expression. Diese Anderung des Expressionsprofils ist ein haufig zu
beobachtendes Phdnomen. Auch bei primédren Zellen kommt es zur Entdifferenzierung der
Zellen, wenn sie aus dem natlrlichen Gewebeverband gelést werden. Trotz
kontaminationsfreier Aufzucht reagieren die kultivierten Zellen haufig nicht mehr so wie im

Ursprungsorgan und Enzymsysteme werden nicht mehr exprimiert [60]. In den Versuchen
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dieser Arbeit konnte jedoch, wie gesagt, ein Zellkulturmodell angelegt werden, welches Uber
eine Renin Expression verflgt, die zwar in der Kultur abnimmt, es aber gerade noch erlauben

wirde, weitere Untersuchungen durchzufihren.

5. Immortalisierte M1- und mpkCCD-14-Zelllinien zeigen keine Reninsynthese

Nachdem es gelungen war, eine Primarkultur aus frisch entnommenen Sammelrohrzellen
anzulegen, stellte sich die Frage, ob sich fur den Nachweis einer lokalen Reninsynthese auch
immortalisierte Zelllinien eignen. Nicht zuletzt sollte durch den Wechsel auf immortalisierte
Zelllinien auch Zeit, Material und insbesondere der Verbrauch an Versuchstieren eingespart

werden.

Far die erste Versuchsreihe fand eine M1-Sammelrohrzelllinie Verwendung. Der Anspruch an
diese Zelllinie als Grundlage flr eine weiterfuhrende Untersuchung des lokalen RAS war
primédr der Nachweis einer Reninsynthese in vitro. Im Verlauf wurden die Zellen einer
Stimulation mit Angiotensin Il verschiedener Konzentrationen ausgesetzt. Nach
entsprechender Kultur- bzw. Stimulationszeit wurde eine Quantifizierung der Renin mRNA
mittles RTqPCR durchgefihrt. Hierbei konnte, trotz eines guten Zellwachstums, weder in der
Stimulations- noch in der (nicht stimulierten) Kontrollgruppe reproduzierbar eine signifikante
Renin mRNA-Abundanz nachgewiesen werden. Selbst nach zahlreichen Modifikationen,
sowohl der Kulturbedingungen, als auch der Stimulationsdauer, zeigte sich keine Renin
MRNA Expression in ausreichender Hohe, um weiterfuhrende Untersuchungen zur
Regulation durchfuihren zu kénnen. Um auszuschlieRen, dass die gewahlten Renin-Primer
keine gute Amplifikation der Renin mMRNA erzielten, wurden weitere Renin-Primer getestet.
Dies allerdings ebenfalls ohne Erfolg. Auch mit dem Wechsel auf einen ,,intron spanning
Reninprimer* gelang kein Nachweis einer relevanten Reninsynthese. Dies spiegelte sich in
den Ergebnissen der RTqPCR wieder, bei denen die mRNA Menge des transkribierten
Reningens unterhalb einer, mit dieser hochsensitiven Methode, nachweisbarer Konzentration

lag.

Im Gegensatz zum Renin erbrachte die Bestimmung der mRNA Expression des
Housekeeping-Gens B-Aktin ein realistisches Ergebnis, das fur die Gite der Zellkultur und
der anschlieenden molekularbiologischen Bestimmungsmethoden spricht. Es lasst sich also

feststellen, dass die verwendeten Sammelrohrzelllinien in den Versuchen dieser Arbeit kein
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Renin synthetisiert haben und somit der fur ein lokales RAS ausschlaggebende Nachweis
fehlt. Das Zellmodell konnte deshalb keine Grundlage fur weitere Untersuchungen darstellen.
Zwar konnte in fruheren Arbeiten eine Reninsynthese in Sammelrohrzellen nachgewiesen
werden [29] und darlber hinaus in einer Arbeit aus dem Jahre 2008 [42], ebenfalls in
Sammelrohrzellen aus einer M1-Zelllinie stammend, auch ein Regulationsmechanismus durch
Angiotensin 1, bei den Versuchen im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigte sich jedoch das
Expressionsniveau von Renin als so extrem gering, dass es als nicht vorhanden eingestuft
werden musste. Es kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, dass die bei den Versuchen der
vorliegenden Arbeit verwendeten Sammelrohrzellen ihre physiologische Eigenschaft, Renin
im Rahmen eines gewebsstandigen RAS zu bilden, in vitro verloren haben. Schlie3lich waren
die Zellen einer Zelllinie nicht mehr den differenzierten Zell-Zell-Interaktionen ausgesetzt,
wie wir sie fur den Zustand in vivo annehmen dirfen. Dieses Verhalten ist nicht selten und
stellt ein haufiges Problem bei Zellkulturuntersuchungen dar, da wahrend der Kultivierung
iiber lingere Zeit die Eigenschaften der Zellen meist nicht konstant bleiben. ,,Es koénnen
typische Zelleigenschaften verloren gehen, aber auch atypische Charakteristika erworben
werden® [61].

Auch die zusatzliche Quantifizierung der Synthese des AT1-Rezeptors, tiber den Angiotensin
Il die Reninsynthese der Sammelrohrzellen modulieren kann [27, 28], zeigte eine nur sehr
geringe Expression des AT1-Rezeptorgens. Hieraus kann geschlossen werden, dass, selbst
wenn die M1-Sammelrohrzellen Renin gebildet hatten, eine Modulation der Reninsynthese
aufgrund des nur sehr schwach exprimierten AT1-Rezeptors in diesem Zellmodell nicht zu
erwarten gewesen ware. Die Arbeit an dem M1-Sammelrohrzellmodell wurde deshalb
beendet, um sich anschlieBend einer weiteren Sammelrohrzelllinie zu widmen. Hierbei
handelte es sich um mpkCCD-14-Zellen. Diese unterschieden sich allerdings hinsichtlich
ihrer Renin- und auch AT1-Rezeptor Expression kaum von den M1-Zellen, waren deshalb als
Grundlage fir ein ,,in vitro Modell*“ zur weiteren Untersuchung eines lokalen RAS ebenfalls

nicht geeignet, und wurden verworfen.

Mittlerweile wurden in der Arbeitsgruppe weitere Untersuchungen zur Expression von Renin
in M1-Zellen und anderen Sammelrohrzelllinien durchgefiihrt. Wéahrend M1-Zellen, trotz
weiterer Modifikationen der Kulturbedingungen gar kein bis sehr wenig Renin exprimieren,
findet sich in mCT1-Zellen Renin mRNA in ausreichender Konzentration um funktionelle

Untersuchungen zu dessen Regulation durchfiihren zu kénnen. Allderdings mussen auch diese
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Untersuchungen immer unter dem Vorbehalt betrachtet werden, dass moglicherweise andere
Komponenten, die zur regelhaften Regulation der Reninsynthese erforderlich sind, in diesen

Zellen nicht exprimiert sein kénnten.

6. Nebennierenpriméarkultur
Nachweis einer Reninsynthese und Darstellung der regulativen Effekte von Angiotensin

Il auf Renin in Nebennierenzellen in vitro

Mehrere Vorarbeiten anderer Gruppen lieferten Hinweise auf eine lokale Reninbildung in der
Nebenniere, insbesondere in der Zona glomerulosa [63, 16, 22]. Die regulativen Effekte von
Agiotensin Il auf die adrenale Reninbildung bzw. -freisetzung wurden allerdings kontrovers
diskutiert [63, 62]. Um die friheren Untersuchungen zu 0berpriifen und weiterfiihrende
Untersuchungen zur zelluldren Regulation der Reninsynthese und —freisetzung durchfiihren zu
kénnen, wurden in der vorliegenden Arbeit auch Nebennierenzellen in Kultur untersucht. Hier
war insbesondere die Wirkung von Angiotensin Il auf die Reninbildung bzw. -freisetzung von
Interesse.  Hierfir wurde die Reninaktivitdt sowohl im  Kulturmedium der
Nebennierenprimarkultur als auch im adrenalen Zytoplasma beobachtet. Genauer gesagt
wurde die Wirkung verschiedener Konzentrationen von Angiotensin Il und die Stimulation

der Reninfreisetzung durch die Behandlung der Zellen mit Forskolin und IBMX untersucht.

Zunachst konnte dabei gezeigt werden, dass im Kulturmedium eine Reninaktivitat
nachweisbar ist. Weiter lieR sich feststellen, dass Renin von den Nebennierenzellen sezerniert
worden war. Hinweise auf eine moglicherweise vorliegende Kontamination der Zellkultur mit
anderen Zellen, welche fur die Reninbildung verantwortlich sein kénnten, gab es nicht. Es
kann zwar die Uberlegung angestellt werden, ob die adrenalen Zellen in der Kultur Renin
sezernierten, das sie vorher in vivo aufgenommen hatten, wahrscheinlicher ist es jedoch, von
einer de novo Reninsynthese durch die Nebennierenzellen auszugehen, da sich unter
Stimulation der Zellen mit Angiotensin Il in vitro, nachgewiesen mittels ELISA eine erhéhte
Reninaktivitdt im Medium zeigte, wahrend in der nicht stimulierten Kontrollgruppe eine, im
Vergleich zur Stimulationsgruppe, geringere Reninkonzentration zu verzeichnen war. Es ist
also davon auszugehen, dass die Nebennierenzellen unter dem Einfluss von Angiotensin 11 zu
einer vermehrten Reninsekretion bzw. -synthese angeregt werden. Somit ist auch

anzunehmen, dass beim lokalen adrenalen RAS hinsichtlich der Wirkung von Angiotensin Il
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eine gegensatzliche Regulation im Vergleich zum systemischen RAAS vorliegt. Beim
plasmatischen RAAS wirkt Angiotensin Il im Sinne einer negativen Rickkopplung hemmend
auf die Reninsynthese und -sekretion der JG-Zellen. Beim lokalen RAS ist die Wirkung von
Angiotensin Il auf die Reninsynthese und -freisetzung als ein positiver Feedbackmechanismus

Zu bezeichnen.

Darliber hinaus beschéaftigte sich diese Versuchsreihe mit weiteren Mechanismen der
Reninfreisetzung. Es ist bekannt, dass die intrazellulare cAMP-Konzentration eines der
wichtigsten intrazellularen Signalmolekile darstellt, welches die Reninsekretion stimuliert.
Durch Zusetzen von IBMX und Forskolin zum Kulturmedium sollte der intrazellulare cCAMP-
Spiegel erhoht, und die Reninsekretion gesteigert werden. Hier konnte jedoch, anders als bei
der Stimulation mit Angiotensin Il, keine Steigerung der Reninsekretion oder Erhdhung der
Reninaktivitdt im Kulturmedium beobachtet werden, weswegen die Ergebnisse auch nicht

detailliert gezeigt werden.

Patrick J. Mulrow stellte 1989 [63] in der Arbeit ,,Adrenal Renin: A Possible Local Regulator
of Aldosterone Production” die Hypothese auf, dass adrenal exprimiertes Renin an der
Regulation der Aldosteronsynthese in der Zona glomerulosa der Nebenniere beteiligt ist.
Bestarkt wurde diese Annahme durch Ergebnisse von Nakamura et al. [65], die zeigten, dass
die zu erwartende kaliuminduzierte Stimulation der Aldosteronproduktion in vitro unter der
Wirkung des ACE-Hemmers Captopril ausblieb. Bei diesem Versuch, der in vitro
durchgefuhrt wurde, stand das Nebennierengewebe nicht unter dem Einfluss des systemischen
RAAS, sodass davon ausgegangen werden kann, dass eine lokale Reninsynthese bei der
Stimulation der Aldosteronbildung beteiligt sein muss. Aufgrund der Ubereinstimmung von
Ergebnissen dieser friiheren Arbeiten mit den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit ist die
Existenz eines lokalen adrenalen RAS anzunehmen. Dariber hinaus kann von einer
Beeinflussung der Aldosteronfreisetzung durch die lokale Reninsynthese ausgegangen werden
[65].

Weiter ist aus den Daten dieser Arbeit zu schlieRen, dass zwischen der lokalen Angiotensin 11
Konzentration und der Stimulation der Reninsynthese und -sekretion durch Nebennierenzellen
ein positiver Zusammenhang besteht. Wird unter dem Einfluss von Angiotensin Il vermehrt
Renin gebildet, wird wiederum durch das lokal gebildete Renin die Konzentration von
Angiotensin Il erhéht. Dieses flhrt in der Nebenniere, insbesondere in der Zona glomerulosa,

zu einer vermehrten Freisetzung von Aldosteron und Renin, womit ein sich selbst
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verstarkender Prozess im Rahmen der beschriebenen positiven Riickkopplung beginnt. Von
dem hierdurch gebildeten Aldosteron ist mit einer Natrium- und Wasserretention durchaus

eine systemische Wirkung, vermittelt tber den renalen Tubulusapparat, zu erwarten.

Resultiert hierdurch ein erhohtes intravasales Volumen, ist eine Erhéhung des systemischen
Blutdrucks anzunehmen. Wird dieser Gedanke weitergefiihrt, so kann vermutet werden, dass
dem adrenalen RAS sogar eine Rolle in der Pathophysiologie des arteriellen Hypertonus
zugesprochen werden kann. Zum Beweis dieses Zusammenhangs mussen selbstverstéandlich

weitere Untersuchungen durchgeflhrt werden.
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V. Zusammenfassung

Beginnend mit dem Nachweis von extraglomerulér synthetisiertem Renin hat sich bis heute
das Bild eines lokalen RAS weiterentwickelt. So kdnnen dem gewebsstandigen RAS lokal
regulative Effekte, aber auch eine Beteiligung bei pathophysiologischen Prozessen, wie etwa
der diabetischen Nephropathie zugeschrieben werden. Dartiber hinaus lassen sich auch
grundlegende Unterschiede zwischen dem lokalen und dem systemischen RAS
herausarbeiten. Es besteht eine gegensatzliche Regulation der Reninsynthese unter dem
Einfluss von Angiotensin Il. Auch konnen das lokale und das plasmatische RAS nicht
ganzlich getrennt voneinander betrachtet werden. Hier ist auch eine wechselseitige
Beeinflussung denkbar. Mit dem Ziel, das Wissen uber die Funktionsweise, insbesondere uber

die Regulation des gewebsstandigen RAS zu erweitern, wurde diese Arbeit angefertigt.

In Mikrodissektionsversuchen konnte gezeigt werden, dass in Sammelrohrzellen eine lokale
Reninsynthese stattfindet. Aufbauend auf diesen Nachweis gelang es, durch die Entnahme des
des inneren Nierenmarks, eine groRere Anzahl von von Sammelrohrzellen (IMCD Zellen) zur
Verfugung zu haben. Bei dieser Versuchsreihe zeigte sich in der Zellkultur eine, fir weitere
Untersuchungen ausreichende, Renin Expression. Bei Kultivierungsversuchen mit
immortalisierten Zelllinien (M1- und mpkCCD-14-Zelllinien) konnte trotz mehrerer
Modifikationen der Versuchsbedingungen, keine signifikante Reninsynthese festgestellt
werden. Wie jedoch unter Punkt IV.5. bereits erwédhnt, wurde bei Folgeversuchen in der
Arbeitsgruppe in Zellen der mCT1-Zelllinie eine, fir weitere Versuche geeignete, Renin
MRNA Konzentration nachgewiesen. Im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit gelang es,
eine Primarzellkultur aus Nebennierenzellen zu etablieren, in der eine Reninsynthese, im
Rahmen eines adrenalen RAS, nachzuweisen war. Darliber hinaus konnte auch der regulative
Effekt von Angiotensin Il auf die lokale Reninsynthese untersucht werden. Hier zeigte sich,
gegensatzlich zum plasmatischen RAS, eine Stimulation der Reninaktivitat unter dem

Einfluss von Angiotensin II.

AbschlieBend kann somit festgehalten werden, dass es entsprechend der Zielsetzung dieser
Arbeit gelang, Zellkulturmodelle u.a. in Form von IMCD Primérkulturen anzulegen, die sogar
in vitro eine lokale Reninsynthese zeigten. Aus den Nebennierenprimarkulturen ergaben sich

Hinweise auf die Regulation einer extrarenalen, lokalen Reninsynthese.
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VIl. Anhang

1. Abktlrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ACE angiotensin converting enzyme
ACTH adrenocorticotropes Hormon

ADH antidiuretisches Hormon

Ang Angiotensin

ANP artriales natriuretisches Peptid

ATP Adenosintriphosphat

AQP-2 Aquaporin-2

BNP B-Typ natriuretisches Peptid

BSA Bovines-Serum-Albumin (Rinderserumalbumin)
CaCl, Calciumchlorid

Ca”* IMg* Gesamtwasserharte

CAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
CD-Zellen Sammelrohrzellen

cDNA komplementare DNA

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
Cm Zentimeter

cm? Quadratzentimeter

CO2 Kohlenstoffdioxid

COX-2 Cyclooxygenase 2

CP Crossing Point

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (Ndhrmedium)
DMEM/F12 Nahrmedium fur die Zellkultur (Mixture)
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase nukleolytisches Enzym (Nuklease)
dNTPs Desoxyribonukleosidtriphosphate
EDTA Ethylendiamintetraessigséure

ELISA Enzyme-linked-Immunosorbent Assay
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ENaC epithelialer Natriumkanal

EPO Erythropoietin (ein Glykoproteinhormon)
EtOH Ethanol

FCS fetales Kalberserum

G Gramm

G Zentrifugalkraft

GCA-flox wt/Podocin Cre

Wildtyp-Méuse

GFP

griin-fluoreszierendes Marker-Protein

GFR glomerulére Filtrationsrate

GPCR G-Protein-gekoppelter-Rezeptor

Cre CAMP response element

Ham’s F12 N&hrmedium (modifiziert)

HFrEF Herzinsuffizienz mit reduzierter Ejektionsfraktion

HIF hypoxie-induzierter-Faktor (Transkriptionsfaktor, regelt
die Versorgung der Zelle mit Sauerstoff)

H,O Wasser

HRP Meerrettichperoxidase (Horseradish-Peroxidase)

IBMX 3-Isobutyl-1-Methylxanthin

IL 1 beta Interleukin 1 beta (Entziindungsmediator)

IMCD-Zellen Sammelrohrzellen des inneren Nierenmarks

in vitro im Reagenzglas (aul’erhalb des Organismus)

in vivo im lebendigen Organismus

ITS Insulin-Transferrin-Selen

JG juxtaglomerular

KHK koronare Herzkrankheit

L Liter

M Masse

M1 murine Sammelrohrzelllinie

MAPK mitogen-aktivierte-Protein-Kinase

MEM Minimum Essential Medium

Mg Milligramm
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Min Minute

MI Milliliter

mM millimolar (mmol/l)

M-MLV Moloney murine leukemia virus

mosmol milliosmol

mpkCCD Maus-Zelllinie

MRNA messenger RNA (Boten-RNA)

NaCl Natriumchlorid (Kochsalz)

NKCC-2 Natrium-Kalium-2 Chlorid-Cotransporter

nM nanomolar (nmol/l)

Nm Nanometer

NO Stickstoffmonoxid

osmol Einheit fur die Menge osmotisch wirksamer Teilchen

PBS phosphatgepufferte Salzlésung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

pH-Wert Zeigt den sauren, basischen oder neutralen Wert bei
wassrigen Losungen

pM picomolar (pmol/l)

PMSF Phenyl-Methyl-Sulfonyl-Fluorid

Poly-A-Bereich

Bereich der mRNA

PRA

Plasma-Renin-Aktivitat

PRR Prorenin-Rezeptor

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
RAS Renin-Angiotensin-System

RNA Ribonukleinsdure

RNase Enzym (Ribonuklease)

ROMK Kaliumkanal des &uf3eren Nierenmarks
RPL32 ribosomales Protein L32

Rpm Umdrehungen pro Minute

RT Reverse Transkriptase

RT-PCR real-time-PCR (Echtzeit-PCR)
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RTgPCR quantitative Echtzeit-PCR

SGLT (1/2) Natrium (Sodium)/Glukose Cotransporter
Sec. Sekunde

Std. Stunde

TGF-beta transformierender Wachstumsfaktor beta
TMB Tetramethylbenzidin

TNF-alpha Tumornekrosefaktor (Botenstoff)
TRIsure™ Reagenz zur Isolierung von DNA und RNA
U Umdrehung

\% Volumen

VSMCs glatte GefaBmuskelzellen

Well-Platten Mikrotiterplatten fir mikrobiologische Arbeitsgange
Wnt ein Signalprotein

I Mikro

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

pum Mikrometer

MM mikromolar (umol/l)

B Beta (Massenkonzentration)

°C Grad Celsius

%

Prozent (Hundertstel)
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2. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Synthese und Sekretion von Renin und Prorenin (aus: Schweda, et al., Physiology,

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

10:

11:

12:

13:

14:

15

2007, 22, S. 311 [87])

Schematische Darstellung des RAAS (erstellt nach Lullmann, Mohr, Hein,
Pharmakologie und Toxikologie, 2010, S. 134-138 [55] und Schmidt, Lang,
Heckmann, Physiologie des Menschen, 2010, S. 674 [82])

intrazellulare Signalkaskade fir die Stimulation und Inhibition der Reninsekretion
(aus: Schweda, et al., Physiology, 2007, 22, S. 314 [87])

Darstellung der Rekombination bei mT/mG-Reporterméusen (eigene Zeichnung)
Nierenverdau unter dem Mikroskop (eigene Aufnahme vom 24.07.2014)
Nierenverdau mit GFP-markierten Sammelrohrzellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop (eigene Aufnahme vom 20.05.2014)

Darstellung der mit GFP markierten Sammelrohre des inneren Nierenmarks unter
dem Fluoreszenzmikroskop (eigene Aufnahme vom 20.05.2014)

Renin mRNA Expression in isolierten Sammelrohren der Nierenrinde und des
auflleren Nierenmarks sowie im inneren Nierenmark

Aquaporin-2 mRNA Expression in isolierten Sammelrohren der Nierenrinde und
des duBeren Nierenmarks sowie im inneren Nierenmark

Renin mRNA Expression in IMCD Zellen im Vergleich zu der Renin mRNA
Expression in einer nativen (Gesamt)-Niere

Aquaporin-2 mRNA Expression in IMCD Zellen im Vergleich zu der Renin mRNA
Expression in einer nativen (Gesamt)-Niere

real-time-PCR zur semiquantitativen Messung der Renin mRNA in der
Sammelrohrzelllinie M1

Renin mRNA Expression in Nebennierenzellen (linke Abbildung) und in Zellen der
Nieren (Rinde) (rechte Abbildung) unter Stimulation mit Angiotensin Il
Reninaktivitat/Konzentration gemessen im Kulturmedium (Uberstand) einer
Nebennierenkultur (linke Abbildung) und einer Zellkultur mit kortikalen
Nierenzellen (rechte Abbildung) jeweils unter Stimulation mit

Angiotensin 11 (10 nM, 100 nM)

: Reninaktivitat/Konzentration gemessen im Kulturmedium (Uberstand) einer

Nebennierenkultur unter Stimulation mit Angiotensin 11 (100 pM, 1, 10 und 100 nM)
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