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1. Einleitung

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

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist einer der wichtigsten
Regulatoren des Blutdrucks, und des Salz- und Wasserhaushalts des Korpers. Das
RAAS besteht aus der Aspartylprotease Renin, dem Glykoprotein Angiotensin
und dem Steroidhormon Aldosteron.

Angiotensinogen
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Abb. 1.1: Schema des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems.

Im Plasma zirkulierendes Renin spaltet vom Angiotensinogen, einem aus der
Leber stammenden Oligopeptid, das biologisch inaktive Dekapeptid Angiotensin |
(Angl) ab. Angl wird anschlieBend durch das im Lungenepithel produzierte
Angiotensin Converting Enzyme (ACE) um zwei Aminosauren zu Angiotensin 11
(Angll) verkurzt. Das Oktapeptid Angll (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) stellt

die aktive und vasokonstriktorisch wirksame Komponente dar. Die Signalweiter-
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leitung erfolgt Uber Angll-Rezeptoren (ATi-, AT,-Rezeptor), welche sich auf
Zellen des kardiovaskuléren, des endokrinen und des Endothelsystems befinden
(Unger et al., 1996; Ardaillou, 1999; Grobecker, 1999). In der Niere wird der
physiologische Effekt des Angll hauptsachlich Gber den AT;-Rezeptor vermittelt
(Timmermans et al., 1993). VVon dessen zwei Isoformen AT, und ATy, welche in
ihrer Aminosaurestruktur zu 94% identisch sind, scheint vor allem der ATi,-
Rezeptor bedeutend fur das RAAS zu sein (lwai und Inagami, 1992). Mause mit
einer Deletion des AT1,-Rezeptor-Gens zeigen durch verminderten Blutdruck und
gesteigerte Reninexpression ein Aussetzen der kompensatorischen Effekte des
RAAS (Sugaya et al., 1995). Neben dem direkten vasokonstriktorischen Effekt
I6st Angll Uber das zentrale Nervensystem ein Durstgefuhl aus. Zudem wird die
Nebennierenrinde zur Synthese und Ausschittung des Hormons Aldosteron
angeregt, welches eine verstarkte Ruckresorption von Kochsalz und Wasser in der
Niere bewirkt. Der daraus resultierende Anstieg des Blutvolumens flhrt zu einer
Erhéhung des Blutdrucks (Hackenthal et al., 1990).

1.2. Das Blutgefal3system der Niere

1.2.1. Das BlutgefaRRsystem in der adulten Niere

Nicht unwesentlich an der Regulation des Blutdrucks beteiligt sind die Blutgefalie
der Niere. Die Blutversorgung der Niere ist auBerordentlich intensiv. Etwa 20%
der vom Herzen geforderten Blutmenge durchstromt beide Nieren. Dabei ist die
Durchblutung innerhalb des Nierenparenchyms nicht homogen. So entfallen rund
80% der gesamten renalen Durchblutung auf den Kortex, wéhrend 15%
juxtamedulldr und nur 5% in der inneren Medulla gemessen werden (Aukland,
1975; Fourman und Moffat, 1971).

Die Blutzufuhr der Niere erfolgt Uber die Arteria renalis, welche direkt aus der
Aorta abzweigt. Diese teilt sich im Hilusbereich und ihre Aste treten in den Sinus
renalis ein. Zwischen den Nierenlappen ziehen die Arteriae interlobares renis
ausgehend vom Sinus renalis zentrifugal in Richtung Nierenrinde. Entlang der
Mark-Rinden-Grenze ziehen die Arteriae arcuatae bogenférmig in das Innere der
Nierenlappen. VVon den Arteriae arcuatae zweigen die Arteriae interlobulares ab.

Sie treten in die Nierenrinde ein, wobei sich ihre Endéste in der Nierenkapsel
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verzweigen. In der Nierenrinde entspringen aus den Arteriae interlobulares die
afferenten Arteriolen, welche Uber den GefaBpol in ein Nierenkdrperchen
eintreten, um dort das Kapillarknduel des Glomerulus zu bilden. Alle Arterien der

Niere sind Endarterien und besitzen daher keine Anastomosen untereinander.

Gomerulus mit afferenter
u. efferenter Arteriole

A. interlobularis

Kapillarnetz des kortikalen
Nierenparenchyms

V. interlobularis

A. arcuata
V. arcuata

Venulae rectae

peritubulares
Kapillarnetz

Arteriolae rectae

A interlobaris

—— V. interlobaris

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Vaskularisation der Niere (nach Konig und Liebich, 2005).

Die Glomeruluskapillaren laufen wieder zusammen und verlassen als Arteriola
glomerularis efferens am Geféal3pol das Nierenkdrperchen. Da sich die Kapillaren
hier wieder zu einem arteriellen Gef&4R sammeln, wird dies als Wundernetz
bezeichnet. Die efferente Arteriole ergiefit sich dann in das eigentliche
Kapillargebiet um die Tubuli. Zur Versorgung des Nierenmarks ziehen zentripetal
Arteriolae rectae, ausgehend von den efferenten Arteriolen oder den Arteriae
arcuatae. Im Nierenmark finden sich somit anstatt groReren GefaRen nur
Kapillarschlingen, welche absteigend arteriell und aufsteigend vends sind. Die
Venen verhalten sich wie die Arterien, wobei eine Entsprechung flr die Arteriolae
glomerulares fehlt. Sie vereinigen sich zur Vena renalis, welche nach Austritt aus
dem Hilus in die Vena cava caudalis mindet (Salomon et al., 2005; Kdnig und
Liebich, 2005).
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1.2.2. Das BlutgefaRsystem in der juvenilen Niere

Die Angiogense der Mausniere beginnt am zwdlften Embryonaltag mit der sich
entwickelnden Nierenarterie und setzt sich tiber die Interlobararterien bis hin zu
den arcuaten Arterien fort. Diese arcuaten Arterien lassen sich in arcuate
Hauptstdmme und die davon abzweigenden arcuaten Seitendste (Abb. 1.3)
gliedern (Sauter et al., 2008).

Noch wahrend der prénatalen Phase zeigen sich erste Anzeichen der Bildung von
Interlobulararterien in der subkapsuldaren Zone (Abb. 1.3a). Im Laufe der
Entwicklung zeigt sich eine stetig wachsende Anzahl von afferenten Arteriolen,
welche sowohl aus den arcuaten Haupt-, als auch aus den arcuaten Seitenésten
hervorgehen (zu sehen z.B. an ppl Abb. 1.3a+b). Ausgehend von den sich
entwickelnden Interlobulararterien beginnen sich ab dem dritten postpartalen Tag
auch in diesen GeféRabschnitten afferente Arteriolen zu entwickeln. Bis zum

zehnten Tag nach der Geburt nimmt die Reifung dieser Gefalie immer weiter zu.

10



1. Einleitung

aj

arcuater subkapsulare
Seitenast nephrogene

arcuater

A. renalis
pp1 HaupLstareeny A. interlobaris 500 pm
b)
A.._ interlobularis
- afferente
Arteriole
" arcuater
Seitenast
A. interlobaris
ppi 100 pm

Abb. 1.3: 3D-Rekonstruktion des Reninexpressionsmusters (griin) am pp1
a) im arteriellen GefaBBsystem (rot);
b) in einer isolierten A. arcuata (rot) mit Glomeruli (gelb)
(nach Sauter et al., 2008).

11
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1.3. Die juxtaglomerulare Zelle

Die juxtaglomerularen Zellen befinden sich in der Tunica Media der afferenten
Nierenarteriolen an der Eintrittsstelle in das Kapillarnetzwerk des Glomerulus.
Aufgrund ihrer kubischen Form, dhnlich einer Epithelzelle, werden sie auch
juxtaglomeruldre Epitheloidzellen (JGE-Zellen) genannt und unterscheiden sich
daher wvon den sie umgebenden vaskularen Glattmuskelzellen und
Mesangialzellen. Zusammen mit den Macula densa Zellen, den extraglomeruléren
Mesangial- und den endothelialen Glattmuskelzellen bilden sie den

juxtaglomeruldren Apparat (Taugner et al., 1984).

\ '/,'
>\ Ao|o]|o|

|
X /
/

or” o3
of
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Abb. 1.4: Schematischer Aufbau des Nierenkorperchens nach Michat Komorniczak (2009):

A — Nierenkoérperchen 6. Juxtaglomerulare Zellen

B — Proximaler Tubulus 7. Macula densa

C — Distaler gewundener Tubulus 8. Myozyten (Muskelzellen der
D — Juxtaglomerularer Apparat Arteriolenwand)

1. Basalmembran (Basal lamina) 9. Arteriola afferens

2. Bowmankapsel — Parietalschicht 10. Glomerulare Kapillaren

3. Bowmankapsel — Viszeralschicht 11. Arteriola efferens

3a. Podozytenfisschen

3b. Podozyt

4. Lumen der Bowman-Kapsel (Harnraum)
5a. Mesangium — Die intraglomerularen Mesangiumzellen
5b. Mesangium — Die extraglomeruldren Mesangiumzellen

12
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Als auffalliges Charakteristikum besitzen sie eine Vielzahl von elektronenoptisch
dichten Reninspeichervesikeln, obwohl Anzeichen einer Exocytose nur selten zu
beobachten sind. Diese vesikuldren Strukturen weisen eine rhomboide, runde oder
auch zisternenartige Auspragungsform auf (Abb. 1.3).

Abb. 1.5: 3D-Rekonstruktion einer juxtaglomerularen Zelle; Griin: Renin in vesikuldren Srukturen,
gelb: Zellkern. Bar=100nm. (Freundlicher Weise zur Verfligung gestellt von Dominik Steppan,
Institut fiir Physiologie der Uni Regensburg).

1.4. Renin

Aufgrund eines Uberschusses an Angiotensinogen und ACE stellt die Aspartyl-
Protease Renin den limitierenden Faktor der Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Kaskade dar (Kurtz, 1989; Peters und Clausmeyer, 2002; Mercure et al., 1998).
Durch seletktive Abspaltung des Dekapeptids Angl von Angiotensinogen regelt
Renin somit auch die Aktivitat des RAAS. Seit seiner Entdeckung vor mehr als
hundert Jahren wurde eine Vielzahl von Geweben entdeckt, welche das Reningen
exprimieren und das Renin oder zumindest Prorenin beinhalten. Die grofle
Mehrheit des zirkulierenden und biologisch aktiven Renins stammt aus
reninproduzierenden Zellen der Niere, wohingegen extrarenale Zellen nur
Prorenin freisetzen. Bei nephrectomierten Tieren ist demnach auch kein
zirkulierendes Renin nachzuweisen (Sealy et al., 1988). Neben den
juxtaglomeruldren Zellen der Niere wurde die Produktion von Renin in
mononuklearen Zellen, wie Mastzellen (Silver et al., 2004) und Makrophagen

13
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(Iwai et al., 1996), steroidbildenden Zellen im Nebennierenkortex, Theca Interna
Zellen des Ovars und Leydig Zwischenzellen des Hodens entdeckt (Naruse et al.,
1985; Deschepper et al., 1986; Itskovitz et al., 1992).

1.5. Renales Reninexpressionsmuster

Generell zeigt die Reninexpression bei allen Spezies wahrend der Nephrogenese
eine schrittweise Verlagerung von den groRen Geféalien bis hin zur klassischen
juxtaglomeruléren Position im Adultzustand. Zundchst findet man reninbildende
Zellen entlang des gesamten praglomeruldren Gefélibaumes in der Media grofierer
Gefalie, wie der Nierenarterie, den Interlobararterien und den Arteriae arcuatae.
Nach und nach verschwinden die Reninzellen aus den groReren Gefallen und sind
schlieBlich nur noch in den afferenten Arteriolen an den Gefdlpolen der
Glomeruli zu finden (Richoux et al., 1987; Minuth et al., 1981, Celio et al., 1985).

1.5.1. Reninexpression wahrend der murinen Nephrogenese

Die typische juxtaglomeruldre Position ist das Endergebnis einer hochst
wandlungsfahigen Reninexpression wahrend der Nierenentwicklung (Sauter et al.,
2008). Im Metanephron zeigen reninbildende Zellen ein charakteristisches
Entwicklungsmuster. Einige Forscher erkennen schon im undifferenzierten
Mesenchym reninbildende Zellen (Sequeira Lopez et al., 2001). Bei Mdusen lasst
sich die Reninexpression der Niere ab dem Embryonaltag 15 (E15) entlang der
arcuaten Gefalstdmme beobachten, wobei diese bis zur Geburt zunimmt,

Nach der Geburt verschwindet das Renin groftenteils aus den arcuaten Haupt-
asten. Die Reninexpression lasst sich dann vermehrt in den dickeren arcuaten
Seitendsten und in noch groRerem MaRe an den juxtamedullaren afferenten
Arteriolen finden. Dabei ist sie an den juxtaglomeruldren Enden am hdéchsten
ausgepragt. Nach und nach verringert sich die Anzahl der reninbildenden Zellen
auch in den arcuaten Seitenésten. In diesen Gefélien hat sich die Reninexpression
von den proximalen hin zu den mehr distalen Aufzweigungen, einschlieBlich der
afferenten Arteriolen, verlagert. Ab dem siebten Tag nach der Geburt (pp7) zeigt
sich die Reninexpression nur noch am terminalen Ende der afferenten Arteriolen,
welche von den arcuaten Seitendsten abzweigen. Ab Tag 10 nach der Geburt
(pp10) ist die Reninexpression schlieBlich an der juxtaglomerul&ren Position der

14
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afferenten Arteriolen in der juxtamedulldren Zone und der Mitte des Kortex zu
finden (siehe Abb. 1.6) (Sauter et al., 2008).

Abb. 1.6: Rekonstruktion ganzer Mausnieren wahrend der Entwicklung mit den immunoreaktiven
Bereichen flr Glattmuskelaktin (rot) und Renin (griin). Bar = 300um fir Embryonalstadien (a-h)
und 500um fir postnatale Stadien (i-o). (a) Tag E13, (b) Tag E14, (c) Tag E15, (d) friher Tag E16,
(e) spater Tag E16, (f) friiher Tag E17, (g) spater Tag E17, (h) Tag E18, (i) postnataler Tag 1 (ppl),
(k) pp3, (1) pp5, (M) pp7, (n) pp10 und (o) (adult) Tag 90 (Sauter et al., 2008).

1.5.2. Reninexpression nach Entkopplung des RAAS

Bringt man die Homeostase von Natrium oder Blutdruck aus dem Gleichgewicht,
fuhrt dies tber eine Wiedereinfihrung der Reninproduktion in der Tunica Media
von vorgeschalteten praglomeruldaren Gefalen zu einem Anstieg der
reninbildenden Zellen (Cantin et al., 1977; Gomez et al., 1989). Zellen, welche die
Reninexpression wéhrend der Nierenentwicklung abgeschaltet haben, kdnnen also
beim adulten Tier wieder reaktiviert werden, um Renin zu produzieren (Sequeira
Lopez et al., 2004). Per Definition sind diese rekrutierten Zellen keine JG Zellen
und es ist unklar, ob diese Zellen alle Funktionsweisen der JG Zellen aufweisen,
obwohl sie die Fahigkeit von Reninbildung und -speicherung mit ihnen teilen
(Kim et al., 1989). Eine pharmakologische Hemmung des RAAS in der adulten
Niere, wie etwa durch den ACE-Hemmer Enalapril, vermehrt die Zahl der

15
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reninbildenden Zellen in praglomeruldren Gefdlen und erzeugt so ein
Verteilungsmuster, welches in etwa das einer sich entwickelnden Niere
wiederspiegelt (Gomez et al., 1990). In diesem Zusammenhang spricht man hier

auch von einer retrograden Rekrutierung reninproduzierender Zellen. Auch

Salzmangel ist eine Situation, in der eine kompensatorische Aktivierung des
RAAS erforderlich wird.

Abb. 1.7: 3D-Rekonstruktion der Renin (griin) und der Glattmuskelaktin (rot) Immunoreaktivitat
in einem isolierten arcuaten Seitenast einer adulten Wildtypmaus. Bar=100um. (freundlicher
Weise zur Verfligung gestellt von Katharina Machura, Institut fiir Physiologie der Uni
Regensburg).

16
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Abb. 1.8: 3D-Rekonstruktion der Renin (griin) und der Glattmuskelaktin (rot) Immunoreaktivitat
in einem isolierten arcuaten Seitenast einer adulten Wildtypmaus nach dreiwéchiger Stimulation
mit einer Niedrigsalzdiat und Enalapril. Bar=100um. (freundlicher Weise zur Verfligung gestellt
von Katharina Machura, Institut fir Physiologie der Uni Regensburg).

Vegleicht man die Reninexpression einer unbehandelten adulten Wildtypmaus
(Abb. 1.7) mit derjenigen einer adulten Maus nach drei Wochen Stimulation
anhand einer Niedrigsalzdiat und Enalapril (Abb. 1.8), so wird eine deutliche
Vermehrung der Reninzellen entlang der afferenten Arteriolen erkennbar. Die
Wande der afferenten Arteriolen enthalten viele ausdifferenzierte granuldre
Reninzellen, welche teilweise stromaufwérts bis zur ersten Verzweigung zu
finden sind (Rasch et al., 1997).

Eine Blockade der endogenen Effekte von Angiotensin 1l (Angll) verursacht eine
Stimulation der Reninsekretion und der Reningenexpression in vivo (Keeton et
al., 1981; Gomez et al., 1988; Ludwig et al., 1987; Nakamura et al., 1990;
Schricker et al., 1995; Hackenthal et al., 1990). Dieser Stimulation des RAAS
wird eine Unterbrechung der negativen Rickkopplung von Angll zugrunde gelegt
(Keeton et al., 1981; Hackenthal et al., 1990).

Angll kann sowohl die Reninsekretion (Keeton et al., 1981; Hackenthal et al.,

1990), als auch die Reninexpression (Nakamura et al., 1990; Schricker et al.,

17
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1995; Johns et al., 1990; Schunkert et al., 1992) in JG-Zellen unterbinden, was
auch als ,,short-loop-feedback® Kontrolle des RAAS bezeichnet wird. Versuche
zeigten, dass die Verabreichung des Angll-Antagonisten Losartan den Level der
renalen Renin-mRNA-Expression um ein Vielfaches anzuheben vermag (Wagner
etal., 1997).

Demzufolge weisen auch adulte Mause, denen Gene bestimmter Komponenten
des RAAS, wie etwa Angiotensinogen (AGT) (Kim et al., 1995; Nagata et al.,
1996; Tanimoto et al., 1994), Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) (Esther et
al., 1996; Krege et al., 1995) oder der Angll Typ 1a (ATi,) Rezeptor (Ito et al.,
1995; Matsusaka et al., 1996; Olivero et al., 1998; Sugaya et al., 1995; Tsuchida

et al., 1998) fehlen, eine starke Hyperplasie der reninbildenden Zellen auf.

Abb. 1.9: 3D-Rekonstruktion der Renin (griin) und der Glattmuskelaktin (rot) Immunoreaktivitat
in einem isolierten arcuaten Seitenast einer adulten AT,,-Rezeptor-Knockout-Maus. Bar=100um
(freundlicher Weise zur Verfligung gestellt von Katharina Machura, Institut fir Physiologie der
Uni Regensburg).

In Nieren von ATi,-Rezeptor-Knockout-Mausen (AT, -/-) (Abb. 1.9) zeigt sich
relativ zu Wildtyp-Nieren (Abb. 1.7) eine erhthte Anzahl von reninbildenden
Zellen. Diese lassen sich hier groBtenteils in der Nahe der Glomeruli, entlang der
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kortikalen afferenten Arteriolen und in geringerem Grad, auch in Verbindung mit
den Interlobulararterien finden. Auch einige wenige arcuate Seitenédste weisen
Reninzellen auf. Wie auch beim Wildtyp, befinden sich hier die reninbildenden
Zellen in der arterioldaren GefalBwand. Jedoch haften, im Gegensatz zum Wildtyp,

zusatzliche Reninzellen den Gefélien von aufien an (Machura et al., 2009).

AT1,-/- Nieren weisen relativ zu Wildtyp-Nieren funfmal mehr Renin mRNA auf.
In adulten ATi,-/- Nieren werden auch beachtliche Veranderungen der
GefaRarchitektur sichtbar, welche sich im Auftreten von mehrschichtigen,
dickeren, und auch kirzeren arcuaten und interlobularen Arterien verdeutlichen
(Oliverio et al., 1998; Inokuchi et al., 2001; Machura et al., 2009).

1.5.3. Calcium als Effektor der Reninexpression

In sezernierenden Geweben wirken die intrazelluldre Calciumkonzentration und
die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) ublicherweise stimulierend auf die
Sekretion (Cohen et al., 1997). In JG-Zellen jedoch agiert Ca** als Inhibitor von
Reninsekretion und -expression. Man spricht daher auch vom Calzium-Paradoxon
der Reninfreisetzung. Auf welche Weise die Hemmung zustande kommt oder was
die Ziele der PKC sind, ist weitgehend unklar. Es ist aber bekannt, das Angll und
Endothelin zu einer gesteigerten intrazellularen Ca®*-Konzentration und/oder
einer Aktivierung der PKC fiihren und sich somit negativ auf die Reninexpression
auswirken (Hackenthal et al., 1990; Kurtz et al., 1986; Miiller et al., 2002;
Ritthaler et al., 1995). Ferner konnte gezeigt werden, dass eine verringerte
intrazellulare Ca”**-Konzentration die Reninsekretion isolierter JG-Zellen anregt
(Moe et al., 1991). Die Anwesenheit des Adenylylcyclase-Stimulators Forskolin
etwa geht mit einer verminderten Calciumaufnahme der Reninzellen in Zellkultur
einher, wobei auch der Calciumausstrom abnimmt. Somit kann gefolgert werden,
dass Forskolin die Calciumpermeabilitat der Reninzellmembran herabsetzt (Kurtz
et al., 1984). Forskolin verursacht also eine Abnahme der intrazelluléren
Calciumkonzentration, welche in einer vermehrten Reninexpression und Sekretion

resultiert.
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1.6. Bisherige Methoden zur Aufreinigung von Reninzellen

JG Zellen wurden erstmals 1925 als granuldre Zellen in der afferenten
Nierenarteriole in n&chster Nahe zum Glomerulus beschrieben (Ruyter J.H.C.,

1925). Wie die Ubersicht zeigt, wurde daraufhin eine Vielzahl von Versuchen

unternommen, um reninbildende Zellen zu isolieren und untersuchen zu kdnnen:

Jahr Versuch Hauptschwierigkeiten
1979 Nierengewebsschnitte Eingeschréankte Vitalitat und
zellul&re Heterogenitat
1982 Kultivierte neonatale Zellen | Dedifferenzierung und fehlende
Definition der Aussagekraft der
regulatorischen Mechanismen
1985 Kultivierte menschliche JG- | Uberlebensfahigkeit
Tumor-Zellen
1986 JG-Zell-Praparation Uber Konstanthaltung,
Dichtegradienten (Kurtz et Verunreinigung durch Fremdzellen,
al.) geringe Zellzahl
1987 Chorionzellen aus der Kein JG-Zell-spezifischer
Plazenta (Poisner et al.) Regulationsmechanismus
1987 Mikrodissozierte, Konstanthaltung, Erhaltung der
mikroperfundierte Vitalitat
glomerul&re Praparationen
1990 Zelllinien transgener Mduse | Charakterisierung der Zelltypen
und Dedifferenzierung
1992 Transformierte JG-Zellen auf | Menge an Material
Matrigel

Erst einige Jahrzehnte nach der Entdeckung der JG-Zellen lieferten Praparate aus
Nierengewebsschnitten erste Einblicke in die physiologische Regulation der
Reninfreisetzung. Unter physiologischen Bedingungen wurden drei wichtige
afferente Signale ermittelt, nd&mlich der Dehnungsgrad der afferenten Arteriole
(Barorezeptor Mechanismus), der Natriumtransport im Macula Densa Segment

des Nephrons (Macula Densa Mechanismus) und die adrenerge Stimulation (j-
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adrenerger Mechanismus). Jedoch wurden damals nur wenige zellulére
Mechanismen, die zu diesen Abldaufen flhrten, festgestellt, obwohl man bereits
vermutlich beteiligte Second Messenger Systeme beobachtete (Curchill P.C.,
1985).

Zwei wesentliche Nachteile limitierten jedoch den Einsatz von Gewebsschnitten:
Erstens die Heterogenitat der Zelltypen im Préparat und zweitens die Erhaltung
der Lebensfahigkeit der Zellen Uber langere Zeitabschnitte. Die vielen Versuche
reninbildende Zellen der Niere zu kultivieren, waren von wenig Erfolg gekront.
Einer dieser Versuche enthillte eine erhthte Widerstandsfahigkeit von neonatalen
Zellen gegeniiber den Bedingungen in Kultur, aber auch diese Zellen
dedifferenzierten schlie3lich. AuRerdem war die Bedeutung der regulatorischen
Mechanismen in Bezug auf die adulten JG-Zellen nur schwer festzustellen
(Rightsel et al., 1982).

Daraufhin wurde entdeckt, dass auch Chorionzellen der Plazenta Renin
synthetisieren. Obwohl die Funktion des Renins aus diesen Zellen ungeklart
bleibt, verbesserte die Tatsache, dass sie leicht verfligbar und dass Primarkulturen
leicht anzulegen waren, die Mdglichkeit, dass sie ein brauchbareres Modell fiir die
Erforschung der Langzeitregulation der Bildung und Freisetzung von Renin
liefern kénnten (Poisner A.M. und Poisner R., 1987). Da in diesen Zellen die
Freisetzung von Prorenin/ aktivem Renin ziemlich hoch war, deutete dies darauf
hin, dass die Regulation der Proreninprozessierung nicht die in den JG-Zellen
beobachtete wiederspiegelte. Sowohl erhéhte Calcium- als auch cAMP-Spiegel
forderten die Reninfreisetzung, was diese Methode als angemessenes Modell flr
die Erforschung der negativen Regulation der Reninfreisetzung durch Calcium,
dem augenscheinlich wichtigsten negativen Regulationsmechanismus der Niere,

ausschloR.

In der Zwischenzeit wurden mikrodissozierte mikroperfundierte Praparate, die den
juxtaglomeruldren Apparat beinhalteten, erarbeitet, mit denen man die Regulation
der Reninfreisetzung direkt ergriinden wollte (Ito et al., 1991; Skott et al., 1987).

Erste JG-Zellen in Kultur

AnschlieRend an friihere Bemiihungen entwickelten Pinet et al. 1985 erstmals ein

JG-Zell-Modell, welches dauerhaft in vitro erhalten werden konnte. Dabei
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transfizierten sie virale DNS des Simian Virus 40 (SV40) in JG Zellen, welche
aus einem menschlichen JG-Zell-Tumor isoliert wurden, in dem Bestreben, eine
reninproduzierende JG-Zelllinie zu erzeugen. Nachdem die Reninfreisetzung mit
der Zeit immer weiter abgenommen hatte, ging nach tber einem Jahr auch diese
Zelllinie verloren, wobei man annahm, dass der Tumorprozess nicht mit einem
weiteren exogen eingefuhrten Onkogen vereinbar sei (Pinet et al., 1985).
Darauffolgend wurden Zellen mehrerer etablierter Linien mit Maus- und Human-
Renin transfiziert, um die Isolation von Zelllinien mit immunoreaktivem Renin
voranzubringen. Es war jedoch sehr unwahrscheinlich, dass diese Zellen die Viel-
zahl von Ubergreifend wirksamen Faktoren auspragten, welche in physiologisch
funktionsfahigen JG-Zellen aktiv sind. Aufgrund dessen konnten diese Zellen die
Mechanismen der Regulierung von Reninbildung und —freisetzung, welche JG-
Zellen in vivo ausprégten, nicht wiederspiegeln (Pratt et al., 1988; Jat und Sharp,
1989).

Erste Technik zur Isolierung von JG-Zellen aus Nieren unbehandelter Tiere

Vor 1986 wurde kein Verfahren berichtet, welches die Gewinnung kortikaler
Zellfraktionen angereichert mit JG-Zellen von unbehandelten Tieren ermdglichte.
Bei dieser Technik nach Kurtz et al. werden Nierenzellsuspensionen anhand eines
Kollagenase Verdaus erstellt. Nach einem Siebeschritt kann Uber einen
Percollgradienten eine reninzellenreiche Phase isoliert werden, welche dann fiir
die Zellkultur zur Verfligung steht. Es wurde gezeigt, dass diese Phase 40-50%
JG-Zellen enthélt. Eine weitere Anreicherung konnte anhand von Kunststoff-
platten erreicht werden, an die sich vorzugsweise JG-Zellen anhefteten (Kurtz et
al., 1986; Della Bruna et al., 1991).

Erhaltung isolierter JG-Zellen auf Matrigel

Da die normale Lebensdauer von JG-Zellen in Zellkultur begrenzt war, wurde
versucht diese durch die Anwendung von Matrigel zu verlangern. Matrigel ist ein
gelatindses Proteingemisch, welches von Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Maus-
Sarkom-Zellen sezerniert wird und als Ersatz fiir die Extrazelluldarmatrix in Kultur
dient. Primdarkulturen konnten so zwar uber mehr als 12 Wochen erhalten werden,

jedoch erwies sich das Handling als &uferst schwierig. Zudem zeigten
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unterschiedliche Matrigelsubstrate jeweils eine ganz andere Morphologie bei der
Entwicklung der Zellkulturen (Rayson B.M., 1992).

Zelllinien von Nierentumoren

Ein weiterer Versuch, einen Fortschritt bei den JG-Zellkulturen zu machen, war
die Isolierung reninbildender Zellen aus Nierentumoren, die in transgenen Mé&usen
mit einem Fusionstransgen aus Renin-Promotor und SV40 T Antigen erzeugt
wurden. Die daraus hervorgegangenen As4.1 Zellen zeigten zwar hohe
Expressionsraten der Renin-mRNA, jedoch sezernierten sie groRtenteils Prorenin.
Weitere Nachteile waren die Dedifferenzierung der Zellen und eine
maoglicherweise hervorgerufene Anderung in der Regulation der Reninsynthese

und —freisetzung (Sigmund et al., 1990; Jones et al., 1997).

1.7. Zielsetzung

Im Focus dieser Arbeit steht die Etablierung einer Methode, um reninbildende
Zellen der Niere in moglichst hoher Anzahl und mit moglichst hohem
Reinheitsgrad isolieren zu kdnnen. Grund dafiir sind Limitationen der bisherigen
Versuchsmodelle, die in einem unbefriedigenden Kenntnisstand Uber die
intrazellularen Abléufe der Reninfreisetzung, sowie ihrer Steuerung resultieren.
Auch die ursprunglich von der Arbeitsgruppe Kurtz etablierten
Kurzzeitprimarkulturen von JG-Zellen der Ratten- und Mausniere haben sich,
trotz grundsatzlicher Regulierbarkeit der Reninsekretion, aufgrund von relativ
geringen Zellzahlen und Kontamination mit anderen Zelltypen, als ungeeignet fur
zellbiologische und biochemische Analysen erwiesen. Die Erzeugung von
funktionstuchtigen Primérkulturen von JG-Zellen mit moglichst hohem
Reinheitsgrad, stellt somit eine grundlegende Voraussetzung fur die Erforschung
der Abldufe der Reninfreisetzung in JG-Zellen auf zellularer Ebene dar. Ein
tieferes zellbiologisches Verstandnis der Reninfreisetzung und deren Regulation,
ist nicht nur aus grundlagenwissenschaftlicher Sicht extrem interessant, sondern
kdnnte auch die therapeutische Option einer Modulierung der Reninfreisetzung
er6ffnen, ohne dabei in die Freisetzung von Sekretionsprodukten aus anderen

endo- und exokrinen Zellen eingreifen zu missen. Klinisch hochst relevante
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Uberaktivitatszustande des RAAS koénnten somit, (iber eine Hemmung der

Reninfreisetzung auf zelluldrer Ebene, &uRerst elegant therapiert werden.

Zur Erreichung des Ziels dieser Arbeit wird zundchst versucht die urspriingliche
Methode der JG-Zell-Préparation, welche sich kurz in einen Enzymverdau,
darauffolgenden Siebeschritt und sich anschlielendem Percoll-Gradienten gliedert
(Kurtz et al., 1985), in einzelnen Schritten so zu modulieren, dass sich ein hoherer
Reinheitsgrad an Reninzellen erzielen I&sst. Sollte dies keine weiteren Fortschritte
mehr erbringen, wird anhand der Nierenperfusion mit magnetischen Partikeln eine
weitere Taktik verfolgt. Der Grundgedanke dieser Methode ist nicht, wie bisher,
eine Aufreinigung anhand der Dichte, sondern vielmehr eine Aufreinigung anhand
der anatomischen Struktur. Gefalifragmente der afferenten Arteriolen sollen mit
den sich darin befindlichen reninbildenden Zellen isoliert werden. Mausnieren
werden mit Magnetpartikeln von verschiedenen Durchmessern (4,5um, 6um,
8um) perfundiert, in der Erwartung, dass sich diese in den Abschnitten der
afferenten  Arteriolen mit entsprechender Gefdlweite festsetzen. Diese
GefaRfragmente sollen im Anschluss, unter Zuhilfenahme eines Magneten, von

den restlichen Nierenbestandteilen isoliert werden kénnen.
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2.1. Material

2.1.1. Gerate
Gerat Hersteller
Autoklav 112, KSG Sterilisatoren GmbH, Olching
Computer DELL Optiplex 745

CO2-Inkubator mit Direkt-
heizung

Forma 3336, Thermo Scientific, Bonn

Eismaschine

Ziegra Eismaschinen, Isernhagen

Fluoreszenzlampe

X-Cite 120, EXFO Life Sciences & Industrial
Division, Mississauga, Canada

Homogenisator

Ultra-Turrax T25, Janke & Kunkel, Staufen

Inkubationsschrank

Modell B6200, Heraeus, Hanau

Kahl- und Gefrierschranke

Santo Kihlschrank, AEG, Nurnberg

Comfortplus Gefrierschrank, Liebherr,
Ochsenhausen

Ultra-low-freezer -85°C, New Brunswick Scientific

Kamera AxioCam MRm, Zeiss, Jena

Magnet BD IMagnet, Cell seperator Magnet, BD Becton
Dickinson GmbH, Heidelberg

Magnetrihrer MR 80, Heidolph, Schwabach

Mikroskope Axiostar 1122-100, Zeiss,
JenaAxiovert 200M, Zeiss, Jena

MilliQ Plus PF Millipore, Schwalbach

Reinwasseranlage

PCR-Geréate Thermocycler, OmniGene, MWG, Ebersberg
Primus 96, Peglab, Erlangen
Lightcycler LC480, Roche, Mannheim

Perfuse Miniplus 2, Gilson, Middleton, USA

pH-Meter Digital pH-Meter, Knick, Berlin

Pipetten Pipetman P10, P20, P100, P200, P1000,
Gilson, Middleton, USA

Schittler SM25, Edmund Buhler, Hechtingen

Spannungsquellen

LKB ECPS 3000/150, Pharmacia, Ratingen
LKB GPS 200/400, Pharmacia, Ratingen

UV-Spektrometer

Gene Quant 11, Pharmacia Biotech, Freiburg

Vakuumzentrifuge

Univapo 150 H UniEquip, Martinsried

Vortexgerate

Vortex-Genie 2, Scientific Industries, New
York
USA REAX1, Heidolph, Schwabach
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Gerat Hersteller

Waagen Analysenwaage H-20T, Mettler, Giel3en

Feinwaage P-1210, Mettler, Giel3en
Feinwaage W13, Mettler, Giel3en

Warmeblocke Thermostat 5320, Eppendorf, Hamburg
Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg

Warmeplatte HI 1220, Leica, Wetzlar

Wasserbader Modell W13, Haake, Karlsruhe

1083, GFL, Burgwedel

Zentrifugen Kippzentrifuge, Labofuge 400, Heraeus, Hanau

Zentrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg
Sorvallzentrifuge RC 5C Plus, Du Pont, Neu-
Isenburg

Zentrifuge + Vortex CM-70M, neolLab, Miinchen

2.1.2. Verbrauchsmaterial

Produkt

Hersteller

Auslaufpipetten 5ml, 10ml, 25mi

Sarstedt, Nimbrecht

Deckglaschen

Labonord, Mdnchengladbach

Filter Schleicher & Schuell, Dassel
Glaswaren Roth, Karlsruhe

Schott, Mainz
Handschuhe Hartmann, Heidenheim

Light Cycler 480 Multiwell Platten 96

Roche, Mannheim

Niedrigsalzfutter 0,02% NaCl

Ssniff, Soest

Nylonsiebe (100pum Maschenweite)
BD Falcon Cell Strainer

Omnilab, Miinchen

Objekttrager, Superfrost Plus

Menzel-Gléser, Braunschweig

Parafilm

American National Can, Greenwich USA

Pasteurpipetten, Glas, 230mm

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen mit und ohne Filter

Sarstedt, Nimbrecht
Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf

PP-R6hrchen 13ml mit Rundboden

Sarstedt, Nimbrecht

Préaparatekasten

Roth, Karlsruhe

ReagiergefalRe Eppendorf-Cup 0,2ml,
0,5ml, 1,5ml, 2,0ml

Sarstedt, Nimbrecht

Reagiergefale Falcon-Tube
15ml, 50ml

Sarstedt, Nimbrecht
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Produkt

Hersteller

Skalpellklingen

Feather, K6In

VICRYL-Féaden 3-0

Ethicon, Norderstedt

Wellplatten (96-Well)

Sarstedt, Nimbrecht

2.1.3. Chemikalien, Beads, Enzyme, Kits

Produkt

Hersteller

Agarose

Biozym, Oldendorf

B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe

Beads 4,5um,
Dynabeads M-450 Epoxy

Invitrogen, Karlsruhe

Beads 6pum + 8um,
Compel Magnetic, COOH modified

Bangs Laboratories Inc., Polysciences
Europe GmbH, Eppelheim

Blaue Latexbeads,
Polybead Dyed Blue Microspheres

Bangs Laboratories Inc., Polysciences
Europe GmbH, Eppelheim

CaCIZ

Roth, Karlsruhe

Chloroform

Merck, Darmstadt

Collagenase A

Roche, Mannheim

D(+)-Glucose-Monohydrat

Merck, Darmstadt

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Fluka, Neu-Ulm

Enalapril

Sigma, Deisenhofen

Endothelinl

Sigma, Deisenhofen

Essigsaure 100%

Merck, Darmstadt

Ethanol p.a.

Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Merck, Darmstadt

First Strand Buffer, 5x

Invitrogen, Karlsruhe

Forskolin

Sigma, Deisenhofen

Glycerin 87%

Merck, Darmstadt

GoTaq DNA Polymerase, 5 U/ul

Promega, Mannheim

GoTaq Reaction Buffer Green, 5x
bzw. Colorless, 5x

Promega, Mannheim

H,0, 30%

Merck, Darmstadt

HCI 1IN

Merck, Darmstadt

Heparin Liquemin®25000
5ml Ampullen (5000 I.E./ml)

Roche, Mannheim
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Produkt

Hersteller

Isopropanol

Merck, Darmstadt

Isotone NaCl-Ldsung 0,9%

B. Braun, Melsungen

KZHPO4 X3 Hzo

Merck, Darmstadt

KH,PO,

Merck, Darmstadt

Ketamin

CP-Pharma, Burgdorf

Losartan Potassium

LKT Laboratories Inc., St.Paul, USA

Methanol

Merck, Darmstadt

M-MLYV Reverse Transcriptase,
200 U/l

Invitrogen, Karlsruhe

MgCl, Merck, Darmstadt
MgSO, Merck, Darmstadt
NaHCO; Merck, Darmstadt
Na,HPO, x 2 H,0O Merck, Darmstadt
NaH,PO, Merck, Darmstadt
NaOH 1N Merck, Darmstadt
NacCl Merck, Darmstadt

Nukleasefreies Wasser

GibcoBRL, Eggenstein

Oligo(dT);s Primer, 0,5pg/pl

Promega, Mannheim

Paraformaldehyd

Sigma, Deisenhofen

PCR Nucleotide Mix (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP, je 10 mM)

Promega, Freiburg

Paraplast-Plus Paraffin

Sherwood, St. Louis, USA

Pferdeserum (Horse Serum)

Sigma, Deisenhofen

Phenol

Merck, Darmstadt

Phenylhydrazin Hydrochlorid,
CGHSNZ x HCI

Sigma, Deisenhofen

Rinderserumalbumin (BSA)

Sigma, Deisenhofen

RNeasy Mini Kit (50)

Qiagen

Saccharose

Sigma, Deisenhofen

Sevofluran SEVOrane

Abbott, Wieshaden

SYBR® Green PCR Kit

Roche, Mannheim

TRIzol®-Reagenz

GibcoBRL, Eggenstein

Trypsin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Xylazin

Ratiopharm, Ulm
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2.1.4. Primer

Die Primer fiir quantitative PCR (qPCR) wurden von der Firma Biomers.net in
gewiinschter Nukleotidabfolge synthetisiert und lyophylisiert geliefert. Durch

Zugabe von nukleasefreiem Wasser wurde eine Konzentration von 100pmol/ul

eingestellt.
Name Sequenz
GAPDH-S 5-ATG CCATCA CTG CCACCC AGA AG-3
GAPDH-AS 5-ACT TGG CAG GTT TCT CCA GGC GG-3
Renin-S 5-ATG AAG GGG GTG TCT GTG GGG TC-3°
Renin-AS 5-ATG CGG GGA GGG TGG GCA CCT G-3

2.1.5. Antikorper

Priméarantikdrper Klonalitat Hersteller Verdinnung

chicken anti-Renin-IgG polyklonal Davids Biotech, 1:200
Regensburg

mouse anti - Glatt - polyklonal BD Biosciences, 1:50

muskelaktin-1gG Heidelberg

Sekundarantikorper Konjugation | Hersteller Verdinnung

donkey anti-chicken-IgY | Cy2 Dianova, Hamburg | 1:400

donkey anti-mouse-lgG | TRITC Dianova, Hamburg | 1:400
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2.1.6. Puffer und Lésungen

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Chemikalien fiir samtliche Puffer

und Losungen in HyOgest gelost.

JG-Zell-Praparation nach Kurtz et al. (1986)

Losung 1 (10x)

NaCl 1300 mM
Saccharose 200 mM
Glucose 100 mM
Tris 100 mM
KCI 50 mM
CaCl, 20 mM
Verdauldsung

Losung 1 (1x) 35 ml
Trypsin 75 mg
Collagenase A 54 mg

Magnetische Isolation uber Beadperfusion nach Takemoto et al. (2002)

modifiziert nach Blutke (2006)

PBS-(Phosphate Buffered Saline) Puffer, pH 7,4

NaCl 136 mM
KCI 2,7 mM
Na;HPO4 x 2 H,0 10,1 mM
KH2PO4 1,8 mM

HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution), pH 7,4

NaCl 137 mM
D-Glucose 5,6 mM
KCI 5,4 mM
NaHCOs; 4,2 mM
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CaCl, 1,3 mM
MgSO, 0,6 mM
MgCl, 0,5mM
KH,;PO, 0,4 mM
Na;HPO, 0,3 mM

Verdauldsung bei Beadperfusion (pro Niere)

HBSS

1 ml

Collagenase A

1mg

Puffer Al in 1000ml aqua dest., pH 8,0

1M NaH,PO, 19 mi
1M NayHPO, 81 mi
Blockierlosung

BSA smg

(Bovines Serum Albumin)

Puffer Al

Iml

Verwendete Beadldsungen

Alle verwendeten Beads wurden fur die Perfusion in PBS gel6st. Pro Tier wurden

20ml an Perfusionslosung verwendet. Die Konzentrationen der Stamm- bzw.

Perfusionslésungen der einzelnen BeadgroRen gliedern sich wie folgt:

Konzentration Menge an Konzentration
Beadgrofle Stammlosung Stammlosung Perfusionslosung
(Beads/ml) in 20ml PBS (Beads/ml)
4.5um 4,0 x 10° 100pl 2 x 10°
6,0pm 3,4 x10° 120ul 2 x 10°
8,0pm 1,6 x 10° 250pl 2 x 10°
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Immunhistochemie

Fixierlosung (Methyl-Carnoy-Ldsung)

Methanol 60%
Chloroform 30%
Eisessig 10%

PBS-(Phosphate Buffered Saline) Puffer, pH 7,4

NaCl 136 mM
KCI 2,7mM
Na,HPO, x 2 H,0O 10,1 mM
KH,PO, 1,8 mM

PBS-Otto-Puffer, pH 7,4

KzHPO4 X3 Hzo

10 mM

NaCl

140 mM

KH,PO,

10 mM

Waschpuffer

PBS-Otto-Puffer

BSA

1%

Blockierlosung

PBS-Otto-Puffer

BSA

1%

HS

10%
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Molekularbiologie

DEPC-H0

DEPC in H,0 bidest. schiitteln, Gber Nacht
geoffnet unter dem Abzug stehen lassen,
dann autoklavieren

1/1000 V

RNeasy Mini Kit 50

Puffer RW1 Waschpuffer
Puffer RPE Waschpuffer
Puffer RLT Losungspuffer

2.1.7. Software und Internetdienste

Diese Arbeit wurde mit Hilfe von Microsoft Office 2007 geschrieben. Die

gezeigten Graphen wurden mit GraphPad Prism 5 erstellt.

Bei der Literaturrecherche half PubMed von NCBI (The National Center for

Biotechnology Information: http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Die Mikroskopie erfolgte mit AxioVision Rel.4.5. von Zeiss und die 3D-

Rekonstruktion mit Amira 4.1 visualization software (Visage Imaging., USA).
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2.2. Methoden

2.2.1. Versuchstiere

Fur die durchgefihrten Versuche wurden ausschlieBlich Wildtypen des Stammes
129 SvJ verwendet.

Adulte Tiere wurden je nach Versuchsansatz mit einer Ketamin-Xylazin-
Mischung betdubt und Uber die Aorta abdominalis perfundiert, oder die Nieren
wurden nach Genickbruch direkt entnommen.

Jungere Versuchstiere zwischen dem postpartalen Tag 10 bis 12 (ppl0-12)
wurden vor dem Genickbruch mit Sevofluran betdubt. Bei Versuchsansatzen mit
Perfusion, wurde diese Uber den linken Herzventrikel vorgenommen.

Alle Versuchstiere wurden im Einklang mit dem ,,ARVO Statement for the Use of
Animals in Ophthalmic and Vision Research” behandelt. Es wurde stets auf fur
Nager optimale Haltungsparameter geachtet (Temperatur 23°C + 2°C, relative
Luftfeuchtigkeit 55% =+ 5%, Hell-Dunkelintervall 12h, Futter und Wasser ad
libitum).

Losartanbehandlung

Fur eine RAAS-Stimulation wurde den Mé&usen von ppl bis pp10 tdglich Losartan
(30mg/kg geldst in NaCl-Losung) in die Nackenfalte injiziert. Wahrend des
Abwiege- und Injektionsvorgangs wurden die Tiere bei 37°C auf einer

Warmeplatte gelagert.

Niedrigsalz-Enalapril-Behandlung

Zur Stimulation des RAAS bei adulten Mausen wurden die Versuchstiere drei
Wochen lang ausschlieBlich mit Niedrigsalzfutter (0,02% NaCl) erndhrt. Das
Trinkwasser wurde durch eine Lésung des ACE-Inhibitors Enalapril (0,1mg/ml

entsprechend 10mg/kgsw X d) ersetzt und bis zum Versuchsende beibehalten.

2.2.2. JG-Zell-Praparation nach Kurtz et al. (1986)

Das urspringliche Protokoll zur JG-Zell-Praparation gliedert sich in einen
Enzymverdau, einen sich anschlieBenden Siebeschritt und funf darauffolgende

Zentrifugationsschritte. Wesentliches Element ist hierbei die Sorvallzentri-
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fugation in einem Percoll-Gemisch zur Erstellung eines Dichtegradienten. Die
Einzelzellsuspension wird also je nach Dichte in mehrere Phasen aufgeteilt.

Kurzprotokoll JG-Zell-Préaparation:

Nierenentnahme
e Betdubung der Maus mit Sevofluran, Genickbruch

o Erdffnung der Bauchdecke und des Bauchfells in der Medianen kaudal des

Sternums

e die entnommenen Nieren werden entkapselt und mit einem Skalpell

kleingeschnitten

Enzymverdau

o die geschnittenen Nieren werden in einer 100ml Flasche mit 40ml Verdauldsung
versetzt

o s folgt ein Verdau mit Magnetrihrer bei 37°C im Wasserbad fir 60 bis 90 min

Filtrationsschritt

e der Verdau wird im Anschluss auf einen 22um Nylonfilter gegeben und filtriert

e nach Spilen mit wenig Lsgl wird das Filtrat in ein 50ml Falcon-Tube Gberfiihrt
Zentrifugationsschritte

Erster Zentrifugationsschritt
e die Zentrifugation erfolgt bei 2200rpm in der Kippzentrifuge fur 7min bei RT
e der Uberstand wird verworfen, wahrend 5ml Rest mit Lsgl resuspendiert werden

e das Falcon Tube wird erneut mit Lsgl auf 50ml aufgefllt

Zweiter Zentrifugationsschritt

o die Zentrifugation erfolgt bei 2200rpm in der Kippzentrifuge fur 7min bei RT

e Absaugen und Verwerfen des Uberstandes

e das Pellet wird mit 2ml Lsg1 resuspendiert

o die 2ml Lésung l&sst man langsam auf ein Percollgemisch (19ml Lésungl, 9ml

Percoll/NaCl) in einem Sorvallbecher tropfen, sodass die Zellen oben

schwimmen

Dritter Zentrifugationsschritt = Sorvallzentrifugation
o die Zentrifugation erfolgt bei 11.000rpm flr 30min bei 4°C
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e im Anschluss wird die oberste Phase des Dichtegradienten mit einer Glaspipette
abgesaugt und verworfen

e die zweite Phase wird vorsichtig abgenommen und in ein 50ml Falcon-Tube
uberfuhrt

o diese wird mit Lsgl auf 50ml aufgefllt

Vierter Zentrifugationsschritt
o die Zentrifugation erfolgt bei 2200rpm in der Kippzentrifuge fur 7min bei RT
e der Uberstand wird abgegossen und das Falcon-Tube auf 50ml mit Lsgl
aufgefillt
Funfter Zentrifugationsschritt
o die Zentrifugation erfolgt bei 2200rpm in der Kippzentrifuge fur 7min bei RT

e der Uberstand wird abgegossen und verworfen

Kultivierung in Medium

Das Pellet wird je nach verwendeter Wellplatte und bendétigter Wellanzahl mit der
entsprechenden Menge an RPMI-Medium resuspendiert und auf die Wells
pipettiert. Bei 20 Wells einer 96-Well-Platte werden 2ml RPMI-Medium
verwendet, je 100ul pro Well.

Abb. 2.1: Bestlickung einer 96-Wellplatte mit Zellen in Medium.

Zellkultur
Die Well-Platte wird bei 37°C in 5% CO, im Brutschrank gelagert. Nach 20

Stunden wird das Nahrmedium mit einer Pipette vollstandig abgesaugt, wobei die
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Zellen an der beschichteten Kunststoffoberflache haften bleiben. Es werden fortan
vier Gruppen gebildet. Die Kontrollgruppe (c) wird mit 100pl Nahrmedium pro
Well befiillt. Bei den weiteren Gruppen werden je 1ml Medium, 0,5pl einer 107
molaren Forskolinlésung (f) bzw. 3ul einer 10 molaren Endothelinlésung (e)
zugegeben. Eine Mischgruppe (e+f) erhélt beide Zusatze in entsprechender
Menge. Auch hier werden wieder je 100pl Medium mit Zusatz pro Well pipettiert.
Nach weiteren 24 Stunden werden die Zellen geerntet. Das Medium wird
komplett abgesaugt und auf jedes Well 100ul einer Mischung aus RLT-Puffer und
B-Mercaptoethanol (1ul B-ME/100ul RLT-Puffer) gegeben. Nach Zusatz von
weiteren 100pl 70%-Ethanol werden die nunmehr 200ul pro Well in ein RNeasy
Mini Spin Column Uberfuhrt. Es folgt eine RNA-Isolierung mit dem Qiagen
RNeasy Mini Kit 50.

Abb. 2.2: Schema der Uberfithrung der Zellen aus der 96-Well-Platte in ein RNeasy Mini Spin

Column.

Abb. 2.3: Einfiillen der Zellen in RNeasy Mini Spin Columns.
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2.2.3. Bead-Perfusion

Wahrend in einem Methodenvergleich von Andreas Blutke (2005) bei der
magnetischen Isolierung von Glomeruli der Mausniere zu einer druckgesteuerten
Perfusion (60mmHg Enddruck) geraten wird, wurde die Perfusion in der
vorliegenden Arbeit mit einer flussgesteuerten Perfuse von Gilson (40ml/3min)
durchgefuhrt. Die Methode nach Blutke sieht auch bei adulten Tieren eine
Perfusion tber das linke Herz unter Einbeziehung des gesamten Kdrperkreislaufs
vor. Dabei ergibt sich im Vergleich zu einem Zugang tber die Aorta abdominalis
eine viel langere Perfusionsstrecke. Diese resultiert sowohl in einem verminderten
Perfusionsdruck in den Nieren, als auch in einem Mehrverbrauch an teurer
BeadlOosung. Aus diesem Grund entschied ich mich, den adaquateren Zugang tber

die Aorta abdominalis zu verwenden.

Perfusion von adulten Tieren

Adulten Tieren wurde nach Betdubung mit Ketamin/Xylacin und Fixierung in
Rickenlage die Bauchdecke und das Peritoneum mit einem Medianschnitt
eroffnet. Am kranialen und kaudalen Schnittende wurden in lateraler Richtung je
zwei Entlastungsschnitte gesetzt und so der Bauchsitus freigelegt. Das
Darmkonvolut wurde unter Zuhilfenahme von Wattestdbchen nach rechts
verlagert. Im Anschluss wurde die Aorta abdominalis, mit den davon
abzweigenden Arteriae renales dexter et sinister, aufgesucht. Zur Erreichung eines
besseren Perfusionsdruckes in den Nieren wurde kranial der Abzweigung der
Arteria renalis dexter und unmittelbar kaudal der Arteria mesenterica cranialis
eine Ligatur um die Aorta abdominalis zusammen mit der Vena cava caudalis
gesetzt. Diese Ligatur wurde jedoch erst nach Fixation der Perfusionskanile

festgezogen.
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Abb. 2.4: Eroffnetes Abdomen einer adulten Maus mit rechts verlagertem Darmkonvolut. Ligatur
um Vena cava caudalis und Aorta abdominalis vorbereitet.

Aorta abdominalis

Artenia mesentenica
cranialis

Vena cava caudalis

Ligatur

rechte Niere —

Vena renalis
sinister
Arteria renalis
sinister

Katheter

mit Haltefligel

Offnung zum Austritt von
Blut / Perfusionsldsung

Perfusionsschlauch

Abb. 2.5: Schema der Perfusion (iber die Aorta abdominalis bei adulten Mausen; griin: Ligatur um
Vena cava caudalis und Aorta abdominalis unmittelbar kaudal der Arteria mesenterica cranialis.
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Zum Einfihren der Perfusionskanule wurde die Aorta abdominalis unmittelbar
kaudal des Abgangs der Arteria renalis sinister abgeklemmt und durch einen
seitlichen Schnitt mit einer Augenschere eréffnet. Dieser Zugang wurde moglichst
weit kaudal der Abzweigungen der arteriae renales, etwas kranial der
Aufzweigung der Aorta abdominalis in die Arteriae iliacae und sacralis mediana
gewahlt, um bei etwaigen Schwierigkeiten, wie Aortenabriss oder Langsriss des
GefaRes, kranial noch weitere Mdglichkeiten fur das Setzen der Kanile zu haben.
Eine gebogen spitz zulaufende Pinzette wurde in die Inzision eingefiihrt und
erleichterte Gber Aufweitung das Einflhren der Kanule. Die leicht getffnete
Pinzette wurde in ventraler Richtung etwas angehoben, so dass die Kanle
unmittelbar darunter, wie unter eine Art Dachwélbung in den Hohlraum des
GefaBlumens eingefiihrt werden konnte. Die Kanile wurde einige Millimeter in
kranialer Richtung in das GefaR vorgeschoben und mit einer flachen Klemme
fixiert (Abb. 2.6).

Abb. 2.6: Perfusion einer adulten Maus Uber die Aorta abdominalis.

41



2. Material und Methoden

Nach dem Festziehen der zuvor gelegten Ligatur, wurde die Klemme zum
Unterbinden des Blutstromes von der Aorta entfernt und in der Vena cava
caudalis, leicht kaudal der gesetzten Kanile, eine Abflussmdglichkeit fir die
zugefiihrte Perfusionslosung geschaffen. Bei Einleitung der Perfusion wurden
zunéchst 20ml mit Heparin versetzte NaCl-Lésung perfundiert, um sémtliche
Blutbestandteile aus den Nieren zu spulen, da diese, wegen der einsetzenden
Koagulation, sehr nachteilig bei der Beadperfusion gewesen wéren. Gleich im
Anschluss wurden dann 20ml einer PBS-Losung mit den gelésten Beads
perfundiert. Fur die Versuche mit Perfusion von Verdaulésung wurden nur 20ml
dieser Ldsung, in entsprechend angegebener Zusammensetzung, perfundiert. Im
Anschluss an die Perfusion wurden die Nieren entnommen, entkapselt und mit
Rasierklingen auf ca. 0,75 mm? kleingeschnitten. Als nachster Schritt folgte ein je

nach Versuchsansatz variierender Verdau.

Perfusion von juvenilen Tieren

Bei den juvenilen Versuchstieren zwischen ppl0 und ppl2 wurde der
Perfusionszugang zum Kreislaufsystem, einschlieRlich der Nierengefale, tiber den
linken Herzventrikel gewdahlt. Da sich die Einstichstelle am Herzen nicht in
gleicher Weise wie an der Aorta abdichten lieR, wurde versucht, die daraus
resultierenden Perfusatverluste Uber eine Senkung des Perfusionsflusses auf
10ml/min zu vermindern. Bei den mit Sevofluran betdubten Versuchstieren wurde
zungchst median das Abdomen eroffnet. Das Zwerchfell wurde stumpf
durchtrennt und der Brustkorb, nach seitlichen Scherenschnitten durch die
Rippen, nach kranial erdffnet. Zur besseren Sicht auf das Herz wurde der
Brustkorb in kranialer Richtung hoch geklappt und komplett entfernt. Die
Herzspitze wurde mit einer Pinzette fixiert, was das Einfuhren der
Perfusionskantle in den linken Herzventrikel erleichterte. Der Einstich erfolgte
knapp unter dem linken Herzohr in Richtung Herzspitze, wobei das Herzseptum
intakt blieb.

In @hnlicher Weise wie bei den adulten Tieren wurden zuerst 10 bis 20ml NaCl-
Heparin-L6sung perfundiert und im Anschluss 20ml PBS-L6sung mit den darin
enthaltenen Beads. Die Kanile musste den gesamten Perfusionsvorgang Uber in
Position gehalten werden, was die Inanspruchnahme von Assistenz bei der

Bedienung des Gerates bedingte.
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2.2.4. Magnetseparation nach Takemoto et al. (2002)

Collagenase-Verdau

Die Nieren wurden mit einer Rasierklinge in kleine Stiicke von anndhernd
0,75mm? geschnitten. Es ist wichtig, das Gewebe zu schneiden und nicht zu
zerhacken. Das Gewebe jeder Niere wurde zusammen mit 1ml Collagenase A-
Losung (Img / ml HBSS) in ein 2ml Eppendorf-Cup tberfihrt und fur 30 min bei
37°C in ein Wasserbad gegeben. Das Eppendorf-Cup wurde zur Durchmischung
des Inhalts alle funf Minuten leicht geschwenkt. Im Anschluss an den Verdau

wurden alle Schritte auf Eis durchgefiihrt.

Siebeschritt

Nach dem Verdau wurde das Gewebe unter Zufiihrung von 7ml PBS mit einem
abgeflachten Stempel vorsichtig durch ein Nylonsieb mit Maschenweite 100um
gedriickt und in einem 50ml Falcon-Tube aufgefangen. Dieser Schritt erfolgte

gleichzeitig fir das Gewebe beider Nieren einer Maus.

Magnetische Isolation und Waschschritte

Die 7ml Lésung wurde in ein 13ml PP-Réhrchen tberfuhrt und das 50ml-Falcon
zweimal mit je 1,5ml PBS nachgespult. Darauf wurde das 13ml PP-R6hrchen zur
Separation der Gewebsteile vor einen Magneten platziert. Nach 7min wurde die
Losung mittels einer Pasteur-Pipette abgesaugt. Die perfundierten Gewebsteile
mit den darin enthaltenen Beads wurden durch den Magneten an den Rand des
GeféaRes gezogen. Mit der magnetfern eingefiihrten Pipette wurden somit nur
diejenigen Gewebsfragmente, zusammen mit der Losung, abgesaugt, welche
keine magnetischen Partikel beinhalteten.
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ﬂ

A B C

Abb. 2.7: Schema der Magnetseparation. A: Losung mit Nierengewebsfragmenten nach Verdau
und 100um-Siebeschritt; B: 7min Magnetseparation, perfundierte Anteile werden durch den
Magneten an den Rand des Gefdlles gezogen und in Position gehalten; C: magnetfernes
Einflhren der Pipette zur Entfernung der Loésung und nicht vom Magneten erfasster
Nierengewebsanteile.

Im Anschluss wurde das 12ml-Cup vom Magneten entfernt und erneut mit 10ml
PBS (4°C) aufgefullt. Nach Verschluss wurde es vorsichtig geschwenkt und
gerollt, um die isolierten Fragmente wieder in Ldsung zu bringen. Mit einer
erneuten finfmindtigen Platzierung vor dem Magneten wurde der Vorgang
wiederholt.

Wahrend das Protokoll nach Takemoto et al. (2002) im weiteren VVorgehen einen
zweiten Siebeschritt vorsieht, wurde dieser, aufgrund der zu erwartenden
Fragmentverluste, bei den hier durchgefihrten Versuchsansatzen unterlassen.
Unter Zusatz von blauen Latexpartikeln durchgefiihrte Perfusionsversuche,
ermoglichten eine visuelle Verfolgung der perfundierten Fragmente wahrend des
Isolationsvorganges. Schon beim ersten Siebeschritt waren Kklar erkenntlich blaue
Anteile im Nylonsieb verblieben, was auf einen Verlust der angedachten
GeféaRfragmente hindeutete. Da der erste Siebeschritt jedoch wesentlich fir eine
weitere Zerkleinerung grofierer Gewebsverbdnde nach dem Verdau war, konnte
dieser nicht unterlassen werden. Ein Versuch, den Siebeschritt durch ein anderes
Zerkleinerungsverfahren zu ersetzen, welches auf dem Prinzip schnell rotierender
Kunststofflamellen beruhte, erwies sich nach mikroskopischer Kontrolle als
ungeeignet. Die Losung zeigte sich bei diesem Verfahren als &uBerst inhomogen

mit zahlreichen extrem kleinen Fragmenten. AulRerdem war zu beflrchten, dass
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die bei dieser Methode auftretenden Scherkrafte sowohl die perfundierten Beads
aus den Gefalfragmenten losen, als auch die Reninspeichergranula zur
Reninausschuttung veranlassen.

Ein dritter Waschschritt wurde hierauf in 20ml PBS mit sich anschlieRender 5 min
Magnetisolation durchgefihrt. Nachdem das Isolat unter leichtem Schwenken
wieder in 10ml PBS gel6st worden war, wurde es fur 5min bei 2300rpm in die
Rotationszentrifuge gegeben. Der Uberstand wurde abgesaugt, wobei 2ml
Restlésung mit dem Isolat in ein 2ml Eppendorf-Cup Uberfiihrt wurden. Ein
weiterer Zentrifugationsschritt (5min, 3000rpm, 4°C) ermdglichte es, das Isolat
von der restlichen Pufferldsung zu befreien und im weiteren VVorgehen die RNA
nach der TRIzol-Methode zu isolieren.

Abb. 2.8 : Isolierte Mausglomeruli nach Perfusion mit 4,5um-Dynabeads (Takemoto et al. 2002).
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Abb. 2.9:

Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
isolierten Glomerulus. GBM: Glomerulare
Basalmembran, Cl: Kapillarlumen, Po:
Podocyten-Fulkfortsdtze (Takemoto et al.,
2002).
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2.2.5. Molekularbiologische Methoden

2.2.5.1. Isolierung von Total-RNA aus Nieren
Bei den Zellkulturversuchen wurde die RNA mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (50)

von Qiagen isoliert. Die RNA-Isolierung bei den Versuchsansidtzen mit

Beadperfusion erfolgte anhand der TRIzol-Methode.
RNA-Isolation mit dem RNeasy Mini Kit

Zur Uberfithrung der Zellen aus der Zellkultur in die im Kit enthaltenen RNeasy
Mini Spin Columns wurde zunédchst das Komplette RPMI-Medium aus den Wells
abgesaugt. Zum Losen der Zellen vom Wellboden wurden pro Well 100ul Puffer
RLT vermengt mit -Mercaptoethanol (10ul B-ME/ml Puffer RLT) zugegeben.
Im Anschluss wurden auf jedes Well 100ul 70% Ethanol hinzugefligt. Die so
enthaltenen 200pl pro Well wurden komplett in je ein RNeasy Mini Spin Column
uberfiihrt. Die RNeasy Mini Spin Columns stellen eine Filterséule dar und werden
in 1,5ml Sammelrohre eingefuhrt, welche nach jedem Zentrifugationsschritt

gewechselt werden.

Kurzprotokoll der RNA-Isolation mit dem RNeasy Mini Kit:

Zentrifugation der RNeasy Mini Spin Columns fiir 30s bei 12000rpm
e Hinzufugen von 700ul Puffer RW1 (Waschpuffer)

e Zentrifugation der RNeasy Mini Spin Columns fir 30s bei 12000rpm
¢ Hinzuftigen von 500ul Puffer RPE (Waschpuffer)

e Zentrifugation der RNeasy Mini Spin Columns fiir 30s bei 12000rpm
e Hinzufugen von 500ul Puffer RPE (Waschpuffer)

e Zentrifugation der RNeasy Mini Spin Columns fir 2min bei 12000rpm
e Zentrifugation der RNeasy Mini Spin Columns fir 1min bei 14000rpm
e Umsetzen der RNeasy Mini Spin Columns in 1,5ml-Cups mit Deckel

e Hinzufugen von 18ul RNase-freiem Wasser

e Zentrifugation der RNeasy Mini Spin Columns fir 1min bei 12000rpm
e Verwerfen der RNeasy Mini Spin Columns

e 1,5ml-Cups mit enthaltener Total-RNA auf Eis stellen
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RNA-Isolation mit dem TRIzol-Reagenz

Die RNA-Isolierung mit dem TRIzol-Reagenz wurde nach dem dazugehorigen
Protokoll des Herstellers durchgefiinrt. Die Methode basiert auf dem
Guanidinium-Phenol-Chloroform-Protokoll von Chomczynski und Sacchi (1987).
Das TRIzol-Reagenz ist eine einphasige Ldsung mit Phenol und
Guanidinisothiocyanat. Mit Hilfe von Chloroform wird das Homogenisat in drei
Phasen aufgetrennt. Die RNA wird dann mit Isopropanol aus der wassrigen Phase
gefallt. Bei sé&mtlichen Vorgédngen wurden zur Vermeidung von RNase-
Kontaminationen Latexhandschuhe getragen und RNase-freie Einmalartikel und
Geréte verwendet. Glaswaren wurden durch dreistiindiges Erhitzen auf 180°C
RNase-frei gemacht. Benétigte Puffer und Losungen wurden mit Diethyl-
pyrocarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser angesetzt. Alle Vorgénge wurden auf

Eis durchgefiihrt.

Kurzprotokoll zur RNA-Isolation mit TRIzol-Reagenz:

e 1ml TRIzol-Reagenz fir %2 adulte Mausniere bzw. entsprechend weniger fur
embryonale und postpartale Nieren in Sarstedt-Tubes auf Eis vorlegen; bei
Magnet-lsolaten wurden je nach Ausbeute 100 — 300 ul TRIzol-Reagenz
verwendet

e Ganze Nieren direkt aus flussigem Stickstoff in das Réhrchen tberfuhren und
ca. 30s homogenisieren; Isolat nach Verdau und Magnetauftrennung Uber
Zentrifugation (5 min, 2300rpm) von Pufferldsung befreien und Isolat mit
TRIzol-Reagenz resuspendieren

e Mix in 2ml Eppendorf-Cup Uberfihren, 5 min bei RT stehen lassen (Proteine
denaturieren, l6sen sich in Phenol)

e 1/5Vol. (fur %2 adulte Niere also 200ul) Chloroform zugeben, schitteln (nicht
vortexen)

e 20min bei 4°C bei 12000rpm zentrifugieren

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

e wassrige Phase 1:1 (500pul) mit Isopropanol mischen, kraftig schiitteln

e 10min bei RT RNA ausfallen

e 10min bei 4°C bei 12000rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen

o Pellet in Iml 75% Ethanol waschen

e 5min bei 4°C bei 7500rpm zentrifugieren, Uberstand abkippen

47



2. Material und Methoden

e Pellet 10min bei RT trocknen und je nach Grolie in 20-300pl RNase-freiem
Wasser l9sen
e max. 2min bei 65°C im Schuttler resuspendieren, bei - 80°C lagern

Quantifizierung der RNA

Die Konzentration der isolierten RNA wurde mittels eines Photometers bei 260nm
und 280nm bestimmt. Aus dem Quotienten der optischen Dichte bei 260nm und
280nm wurde die Qualitat der isolierten RNA ermittelt. Fur die Versuche wurde

nur RNA mit einem Quotienten zwischen 1,5 und 2,0 verwendet.

2.2.5.2. cDNA-Synthese
Mittels reverser Transkription (RT) ist es mdglich, die isolierte RNA in copy

DNA (cDNA) zu bersetzen. In dieser Form sind die Informationen, die
urspriinglich auf der RNA gespeichert waren, stabiler konserviert und lassen sich
mit der PCR-Technik analysieren. Als Primer wurden Oligo(dT)s-Ketten

verwendet, um so hauptsachlich mMRNA mit polyA-Schwanz zu transkribieren.

10ul Ansatz
1ug Gesamt-RNA

1ul Oligo-(dT)ys Primer (0,5ug/pl)

add DEPC-H,0

5min auf 65°C erhitzt, anschlieflend
sofort auf Eis stellen

Zu dem Reaktionsgemisch (10ul) wurde folgender Mix zugegeben:

Mix
ul M-MLYV Reverse Transkriptase (100U)

4ul dNTPs (2,5mM)

4ul Puffer (5x first strand buffer)

3ul | DEPC-H,0

Die cDNA-Synthese erfolgte dann 1h bei 37°C. Um das Enzym zu inaktivieren,

wurde der Reaktionsansatz anschlieRend 2min auf 94°C erhitzt. Fir die
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quantitative PCR wurde die erhaltene cDNA mit 20ul nukleasefreiem Wasser
verdunnt und bei -20°C gelagert.

2.2.5.3. Quantitative Polymerasekettenreaktion (Real-time-PCR)
Die quantitative Polymerasekettenreaktion (QPCR) wurde mit dem Lightcycler

480 SYBR Green Master PCR Kit von Roche an einem Roche Lightcycler 480
durchgefinhrt.

Bei der quantitativen Polymerasekettenreaktion wird die entstandene DNA-
Menge nach jedem PCR-Zyklus photometrisch bestimmt. Dies ermdglicht den
exponentiellen Verlauf der Reaktion in Echtzeit (real time) zu verfolgen. Die
Bestimmung der Produktmenge erfolgt indirekt 0ber die Messung des
Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green, der mit hoher Affinitat in der kleinen Furche
doppelstrangiger DNA bindet, wobei gebundenes SYBR Green 1000-fach starker
fluoresziert als freies und eine Signalintensitat aufweist, die proportional zur
entstenenden DNA-Menge ist.

10ul Reaktionsansatz
5ul Lightcycler 480® SYBR Green Master

0,5ul | sense Primer (10pmol/pl)

0,5ul | antisense Primer (10pmol/ul)

3ul | dd H,0

1ul | cDNA

Amplifizierungsprotokoll

Zyklen Temperatur Dauer Phase

1 95°C 15 min Aktivierung
40 95°C 15 sec Denaturierung
40 58°C 20 sec Annealing

40 72°C 20sec Elongation

Der Reaktionsansatz von 10 pl besteht aus 5 pl Lightcycler 480® SYBR Green

Master, je 0,5 pl des sense und antisense Primers , 3 pl zweifach destilliertem
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2. Material und Methoden

Wasser und 1 pl cDNA. Das Amplifikationsprotokoll besteht, nach einer
Aktivierungsphase der HotStarTag"™ DNA-Polymerase von 15 min bei 95°C, aus
40 Zyklen mit 15 sec Denaturierungsphase bei 95°C, 20 sec Annealingphase bei
58°C und 20 sec Elongationsphase bei 72°C.

Am Ende jedes Zyklus erfolgte die Fluoreszenzmessung. Nach Ablauf des
Amplifikationsprotokolls wurde das Schmelzverhalten der amplifizierten DNA
analysiert. Dazu wurde die DNA langsam (0,1°C/s) von 60°C auf 95°C erhitzt
und dabei die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. Als Housekeeper diente
GAPDH.

Bei den durchgefuhrten Versuchen wurde jede Probe doppelt angesetzt, wobei
durch Zugabe der entsprechenden Primer zum einen Renin und zum anderen

GAPDH vermessen wurden.

2.2.6. Immunhistochemische Farbung

Unter Immunhistochemie versteht man den Nachweis und die Identifikation
antigener Komponenten in Zellen und Gewebeschnitten durch Antikdrper, die mit
Fluoreszenzfarbstoffen, Enzymen, Goldpartikeln oder Isotopen gekoppelt sind.

Bei der indirekten Immunfluoreszenzmarkierung bindet zunéchst der primére,
unkonjugierte Antikorper an das Antigen im fixierten Gewebe. Anschlielend
werden die Préparate mit einem zweiten fluoreszierenden Antikorper, der gegen
den F.-Teil des ersten unmarkierten Antikorpers gerichtet ist, inkubiert. Dadurch
wird es ermdglicht, den Antigen-Antikorper-Komplex zu detektieren. Sichtbar
wird dieser Komplex durch die Anregung des Fluorophors mit Licht

entsprechender Wellenl&nge.
Kurzprotokoll der indirekten Immunhistochemie

e Fixierung des Isolates mit Methyl-Carnoy auf Objekttrager tiber Nacht

e 3 x 5 min waschen der Préparate in PBS-Puffer auf dem Schdittler

e 30 min blockieren mit Blockierlésung (10% HS und 1% BSA in PBS) bei
RT zur Abschwachung unspezifischer Bindungen

e Inkubation mit 1. AK ber Nacht bei 4°C in einer geschlossenen, feuchten
Kammer

(Verdinnung der 1. AK in Blockierldsung)
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am folgenden Tag: 3x5min waschen der Schnitte in Waschpuffer (PBS mit
1% BSA)

Inkubation mit 2. AK 2h bei RT im Dunkeln

(Verdunnung der 2. AK in PBS/1%BSA)

3 x bmin waschen der Préparate in PBS im Dunkeln

eindeckeln mit Glycergel
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3. Ergebnisse

3.1. JG-Zell-Praparation nach Kurtz et al. (1986)

Zunéchst wurde im ersten Ansatz versucht, getreu dem urspriinglichen Protokoll
der JG-Zell-Préparation zu arbeiten. Wie im Methodenteil beschrieben, wurden
die Nieren von unbehandelten Ma&usen entnommen, auf etwa 0,75mm?
kleingeschnitten und anschlieend in 0,15% Collagenase A und Trypsin unter
Verwendung eines Magnetrihrers fur 1,5h verdaut. Nach einem Siebeschritt,
einem Percoll-Dichtegradienten und einigen Waschschritten, wurden die isolierten
Zellen in ein Kulturmedium dberfuhrt und je 20 Wells einer 96-Well-
Kunststoffplatte mit 100ul versehen. AnschlieRend wurden die Zellen bei 37°C
und 5% CO; in feuchter Atmosphare inkubiert. Um die Vitalitat der Reninzellen
beurteilen zu kdnnen, wurde nach 20h Zellkultur das N&hrmedium erneuert und
auf jeweils fiinf Proben Forskolin, Endothelin und eine Mischung aus beiden, mit
entsprechenden Konzentrationen, gegeben. Die Kontrolle blieb dabei unbehandelt.
Vitale Reninzellen zeigen bei Zusatz von Forskolin eine erhdhte Reninexpression,
wahrend Endothelin ein entgegengesetztes Bild zeigt. Nach einer weiteren 24h
Inkubation wurde daraufhin die RNA isoliert und mit Hilfe von Reverser
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Die Konzentration der cDNA wurde
schlieBlich, getrennt fur Renin und GAPDH, dUber eine Real Time
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) in einem Lightcycler vermessen. Zur
Gewadhrleistung einer Vergleichbarkeit wurde bei der Vermessung aller
Versuchsansétze die gleiche Standardldsung als Bezugsgrofie verwendet. Um im
Anschluss auf die Reinheit der reninbildenden Zellen im Isolat rickschliel?en zu
konnen, wurde ihr spezifischer Marker, die Renin-mRNA mit der GAPDH-

MRNA, als Marker fiir andere enthaltene Zellen, ins Verhéltnis gesetzt.
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3.1.1. Unbehandelter Wildtyp

Um die Reproduzierbarkeit des Ausgangsprotokolls zu gewahrleisten, wurden
drei Ansétze exakt nach dem ursprunglichen Protokoll der JG-Zell-Préparation
von Kurtz et al. durchgefuhrt.

Dabei ergab sich bei den unbehandelten Kontrollen fiir das Verhéltnis Renin-
MRNA zu GAPDH-mRNA ein Mittelwert von 0,13. Dieser Wert wurde bei den
Folgeversuchen als Referenzwert verwendet, um Aussagen (ber maogliche
Verbesserungen treffen zu konnen. Die mit dem Adenylylcyclase-Stimulator
Forskolin behandelten Zellen zeigten eine markante Stimulation, welche sich in
einem Mittelwert von 1,0 widerspiegelte. Das Peptidhormon Endothelin hatte im
Gegensatz dazu nur eine geringe Hemmwirkung auf die Renin-mRNA-
Expression. Wie man in Abbildung 3.1 sieht, wurde die mRNA-Expression des
Renins auf ca. 77% herab reguliert. Im Bezug auf die Kontrolle ist dieser Wert
nicht signifikant (p>0,05). Eine gleichzeitige Zugabe von Forskolin und
Endothelin verdeutlicht die Hemmwirkung von Endothelin umso mehr. Die
stimulierende Wirkung wvon Forskolin wird dabei signifikant um 40%
abgeschwaécht (Abb.3.1).

WT adult unbehandelt, urspriingliches Protokoll
1,5h Verdau mit 0,15% Collagenase A
und 0,25% Trypsin

<
E 1.54 * r * 1
£ —
I
[a]
o 1.0
<
(O]
< Abb. 3.1:
Z 0.51 e .
o Verhiltnis Renin-mRNA/GAPDH-
$ mMRNA. Mittelwerte dreier Ansatze
E 0.0- exakt nach der JG-Zell-Praparation
& o L} o Q‘,& von Kurtz et al. (1986) an unbe-
&= conitol handelten adulten Mausen.
f = forskolin Verdaulésung mit 0,15% Collage-
e = endothelin nase A (1,5mg/ml) und 0,25%

e+f = endothelin+forskolin Trypsin (2,1mg/ml).

* = signifikant p <0,05.
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3.1.2. Losartan stimulierter Wildtyp

Wie aus vorangegangenen Versuchen bekannt, vermag die Verabreichung des
ATi-Antagonisten Losartan, tUber eine Entkopplung des RAAS, die Zahl der
reninbildenden Zellen um ein Vielfaches zu erhdhen. Aus diesem Grund wurde
versucht, ob sich unter Verwendung derart vorstimulierter M&use bei der JG-Zell-
Préparation eine bessere Anreicherung der Reninzellen erzielen lasst.

Die Durchfuhrung des Standardprotokolls zeigt bei Wildtypmé&usen, welche vom
postpartalen Tag 1 (ppl) bis zum Alter von zwolf Tagen (ppl2) mit Losartan
behandelt wurden, einen mittleren Kontrollwert von 0,49 (Abb. 3.2). Im Vergleich
zum Standardprotokoll mit unbehandelten Mé&usen stellt dies eine Verbesserung
um den Faktor 3,8 dar.

WT adult unbehandelt und pp12 Losartan
urspriingliches Protokoll
1,5h Verdau mit 0,15% Collagenase A
und 0,25% Trypsin

*

0.6

| ]
-TI-
= 5
0.4
Abb. 3.2:
Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-
mMRNA. Mittelwert zweier Ansatze
exakt nach der JG-Zell-Praparation
von Kurtz et al. (1986) an 12 Tage
T alten, mit Losartan behandelten,

&2 Madusen. Verdaulésung mit 0,15%
NV Collagenase A (1,5mg/ml) und
0,25% Trypsin (2,1mg/ml).
* = signifikant p<0.05.

Renin-mRNA / GAPDH-mRNA
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3.2. Modifikation der JG-Zell-Praparation

3.2.1. Variation der Verdaulésung

Zunéchst wurde versucht, das urspringliche Protokoll im Hinblick auf den
Verdau zu optimieren. Dabei wurde die Konzentration der verwendeten
Verdauenzyme variiert. Unter der Annahme, dass Trypsin zu aggressiv fiir den
Verdau sei, wurde dieses Enzym génzlich aus der Verdaul6sung herausgenommen
und fortan nur noch Collagenase A in wechselnden Konzentrationen eingesetzt.

Wie in Abbildung 3.3 zu sehen ist, erbrachte die Verwendung einer Verdaulésung
mit 0,15% Collagnease A bei einer adulten unbehandelten Maus fiir das Renin- zu
GAPDH-mRNA-Verhaltnis einen Kontrollwert von 1,08 und uberstieg somit die

vorangehenden Ergebnisse unter Trypsinverwendung um den Faktor 8,3.

WT adult unbehandelt
1,5h Verdau mit 0,15% Collagenase A

<

- 1.5

z

= =

E 1.04 I

<

=

<zt 0.54

©

E Abb. 3.3:

= 0o IINNEEN : Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-

& e v mRNA. Mittelwert zweier Nieren

é‘ébQ o\\'bq einer unbehandelten adulten Maus
& o\ec’ nach JG-Zell-Praparation mit 0,15%
- Q’,‘(’ Collagenase A im Vergleich zur
Kontrolle des Standardprotokolls.

Unter alleiniger Verwendung von 0,25% Collagenase A in der Verdauldsung
ergab sich bei einer unbehandelten adulten Maus ein Kontrollwert von 2,02 (Abb.
3.4). Im Vergleich zum Standardprotokoll stellt dies eine Steigerung um den
Faktor 15,5 dar.
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3. Ergebnisse

WT adult unbehandelt
1,5h Verdau mit 0,25% Collagenase A

2.5
2.0
1.5
1.0

0.5

0.0-

Renin-mRNA / GAPDH-mRNA

Abb. 3.4:

Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-
mRNA. Mittelwert zweier Nieren
einer unbehandelten adulten Maus
nach JG-Zell-Praparation mit 0,25%
Collagenase A im Vergleich zur
Kontrolle des Standardprotokolls.

Auch bei mit Losartan stimulierten 12 Tage alten Mausen wurde ein

Versuchsdurchgang mit 0,25% Collagenase A in der Verdaulésung durchgefihrt.

Nachdem sich bei den Versuchen mit unbehandelten Mé&usen eine verbesserte

Anreicherung abzeichnete, sollte dieser Versuch veranschaulichen, ob die

Elimination von Trypsin aus der Verdaulésung auch bei stimulierten Mdusen von

Vorteil ist. Es ergab sich ein Kontrollwert von 2,58 (Abb. 3.5). Im Bezug auf die

Durchfiihrung des Standardprotokolls bei entsprechend stimulierten Mausen, lie3

sich hierbei eine Steigerung um den Faktor 4,96 erzielen.

WT pp12 mit Losartan behandelt
1,5h Verdau mit 0,25% Collagenase A

Renin-mRNA / GAPDH-mRNA
N

Abb. 3.5:

Verhéltnis Renin-mRNA / GAPDH-
mRNA. Mittelwert zweier Nieren
einer 12 Tage alten mit Losartan
stimulierten Maus nach der JG-Zell-
Praparation mit 0,25% Collagenase
Ain der Verdauldsung. Vergleich zur
Kontrolle entsprechender Tiere nach
dem Standardprotokoll.
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3. Ergebnisse

3.2.2. Vorperfusion

Im Hinblick auf eine weitere Verbesserung des Enzymverdaus wurden die
Versuchstiere beim folgenden Versuch vor der Nierenentnahme mit Verdauldsung
perfundiert. Zum einen war es wesentliches Ziel Blutzellen, welche spater wieder
eine Verunreinigung der Zellsuspension darstellten, schon im Vorhinein aus der
Niere zu spilen. Zum anderen, sollte so das gesamte Organ gleichmaRig verdaut
werden. Das weitere Vorgehen entsprach, bis auf die Zusammensetzung der
Verdauldsung, dem urspriinglichen Protokoll.

Ein Versuchsansatz mit vorangehender Perfusion einer Verdauldsung mit 0,15%
Collagenase A und anschlieBendem 1,5 stiindigen Verdau in der gleichen Losung
ergab flr die Kontrolle einen Wert von 0,57 (Abb. 3.6). Im Vergleich zum Mittel
des Ausgangsprotokolls von 0,13, bedeutet dies eine mehr als vierfache
Steigerung. Stellt man jedoch einen Vergleich zu einem entsprechenden Ansatz
ohne Vorperfusion her, so fallt dieses Ergebnis um den Faktor 1,9 kleiner aus
(Abb. 3.6). Da dieser Versuch somit keinen Vorteil im Hinblick auf die
Aufreinigung der Reninzellen versprach, wurde die aufwendige Methode der

Vorperfusion nicht weiter verfolgt.

Vorperfusion und 1,5h Verdau mit 0,15% Collagenase A

1.5+ Abb. 3.6:

Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-
mRNA. Versuchsansatz nach der JG-
Zell-Praparation mit vorangehender
Perfusion von Verdauldsung bei

HH

Renin-mRNA / GAPDH-mRNA

0.5

0.0- T

einer adulten unbehandelten Maus
(grin). Die Verdauldsung enthalt
0,15% Collagenase A. Aufgefiihrte
Vergleichswerte:  entsprechender
Versuch ohne Vorperfusion
(hellblau) und Standardprotokoll bei
unbehandelten adulten Mausen
(rot).

58
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3.2.3. Verklrzung der Verdauzeit

Im Folgenden wurde neben der Zusammensetzung der Verdaulésung, zusétzlich
auch die Dauer des Verdaus in den Focus der Verbesserungsstrategie gerlckt.
Aufgrund der Annahme, dass ein langer Verdau, neben erhdhtem Zellverlust, in
einer stressbedingten Entleerung der Reninspeichergranula resultieren konnte,
wurde versucht, die Dauer des Verdaus erfolgversprechend zu verkirzen. Aus
diesem Grund wurden drei Versuchsreihen mit unterschiedlichen Verdaulésungen
von 0,05%, 0,15% und 0,25% Collagenase A angelegt. Die Dauer des Verdaus
wurde jeweils auf 45 min festgelegt, was der Halfte der 90-minutigen Verdauzeit
des Standardprotokolls entsprach. Obwohl bereits bekannt war, dass 0,25%
Collagenase A das beste Ergebnis beim 90min-Verdau lieferte, wurde bei den
45min-Versuchen auch mit geringeren Konzentrationen des Verdauenzyms
gearbeitet, um mogliche Reninzellverluste wahrend des langeren Verdaus
ausschlieBen zu konnen und einen besseren Uberblick tber die Auswirkung
ansteigender Konzentrationen an Collagenase A zu erhalten. Neben adulten
unbehandelten Mé&usen wurden auch 12 Tage alte mit Losartan behandelte Mé&use
verwendet. Zur besseren Veranschaulichung wurden in den Abbildungen die
anhand des Standardprotokolls ermittelten Referenzwerte nach 90min Verdau fir
die jeweiligen Tiere mit aufgefunhrt.

Abbildung 3.7 zeigt einen 45-min(tigen Verdau mit 0,05-prozentiger Collagenase
A-Losung. Wahrend man beim unbehandelten adulten Wildtypen eine
Verringerung des Kontrollwertes um den Faktor 0,6 beobachtet, zeichnet sich bei
den juvenilen Losartan behandelten Mdusen eine Erh6hung um den Faktor 1,2 ab.
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45 min Verdau mit 0,05% Collagenase A
<
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Abb. 3.7:

Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-
mRNA. Versuch mit 45min Verdau in
0,05% Collagenase A, bei zwei
Nieren einer adulten unbehandelten
Maus (lila) und zwei Nieren einer 12
Tage alten mit Losartan
behandelten Maus (gelb). Zum
Vergleich aufgefiihrt sind Werte
nach dem Standardprotokoll (Std.)
bei entsprechend unbehandelten
adulten (rot) bzw. behandelten 12
Tage alten Mausen (griin).

Beim 45min Verdau ergibt sich bei einer unbehandelten adulten Maus mit einem

Kontrollwert von 0,08 ein &hnliches Bild einer Verringerung um den Faktor 0,63.

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei der juvenilen mit Losartan behandelten Maus,

mit einem Wert von 1,46, erneut eine Steigerung um den Faktor 2,8 (Abb. 3.8).

2.0

45 min Verdau mit 0,15% Collagenase A

<L
Z
4
£
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Abb. 3.8: Verhiltnis Renin-mRNA /
GAPDH-mRNA. Versuch mit 45min
Verdau in 0,15% Collagenase A, bei
zwei Nieren einer adulten
unbehandelten Maus (lila) und zwei
Nieren einer 12 Tage alten mit
Losartan behandelten Maus (gelb).
Zum Vergleich aufgefiihrt sind
Werte nach dem Standardprotokoll
(Std.) bei entsprechend unbehan-
delten adulten (rot) bzw. behan-
delten 12 Tage alten Mausen (grin).

Unter Verwendung von 0,25% Collagenase A ergab sich nach 45min Verdau auch

bei der unbehandelten adulten Maus eine Erhéhung

im Vergleich zum

Standardprotokoll. Diese Steigerung auf anndhernd das Doppelte ergab einen

Wert von 0,25. Auch bei der 12 Tage alten mit Losartan behandelten Maus lie3
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3. Ergebnisse

sich der Wert des Standardprotokolls noch weiter Gbertreffen. Mit einem
Steigerungsfaktor von 4,8 erreichte dieser Ansatz einen Wert von 2,45 (Abb. 3.9).

45 min Verdau mit 0,25% Collagenase A
<
£ 40-
:E Abb. 3.9:
E 3.0 T Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-
< J. MRNA. Versuch mit 45min Verdau in
__(.'J__ 2.04 0,25% Collagenase A, bei zwei
§ Nieren einer adulten unbehandelten
% 1.0 Maus (=WT) (lila) und zwei Nieren
s I—-—I einer 12 Tage alten mit Losartan
‘E 0ol r=mmm [ = - behandelten Maus (ppl2 Los)
[
elb).
14 & & & N (gelb) . ) _
6@- v N Zum Vergleich aufgefiihrt sind
&QQ Q Werte nach dem Standardprotokoll
S b damBinrdard il (Std.) bei entsprechend
td. = Wert nach dem Standardprotoko
WT = Wildtyp adult unbehandelt unbehandelten adulten (rot) ) bzw.
pp12 Los = 12 Tage alte Maus mit Losartan behandelt I(:)eflar;delten 12 Tage alten Mausen
grin).

3.3. Beadperfusion

Aufgrund der nicht allzu weitreichenden Verbesserungen bei den Ansétzen, denen
das urspriingliche JG-Zell-Protokoll zugrunde lag, wurden auch zahlreiche andere
Verfahren in Erwdgung gezogen, welche fur die Isolierung der reninbildenden
Zellen dienlich schienen. Dabei riickten Zellisolierungsverfahren mit Hilfe von
magnetischen Partikeln, sogenannten Beads, immer weiter in den Vordergrund
des Interesses. Die Perfusion von Beads definierter GroRe, und eine
diesbeztigliche Aufreinigung anhand der gegebenen anatomischen Strukturen,

schienen vielversprechend.

3.3.1. Beadperfusion an unbehandelten Mausen

Ausgehend von einer bereits bestehenden Methode, Glomeruli mit Beads von
4,5um Durchmesser zu isolieren, wurden nun Versuche mit groReren Beads von 6
bzw. 8um Durchmesser angestrebt. Wahrend sich die 4,5um Beads nach
Perfusion im Geféalinetzwerk der Glomeruli festsetzten, war der Grundgedanke
hinter den Ansédtzen mit groReren Beads, dass sich diese aufgrund ihrer Grofie

61
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bereits in den afferenten Arteriolen festsetzen und so Geféal3fragmente mit den
darin befindlichen Reninzellen isoliert werden kdnnen.

Bei den folgenden Experimenten wurde auf eine langwierige Zellkultur verzichtet
und die RNA direkt aus dem Isolat separiert und vermessen. Aufgrund einer nicht
zu verachtenden Zunahme des Reninzellgehaltes in Zellkultur, welche Kurtz et al.
1986 bereits in friheren Untersuchungen aufzeigten, konnte fortan kein direkter
Vergleich zu den vorangehenden Versuchsansétzen hergestellt werden. Als neue
Referenzgrofie wurde deswegen das Renin-GAPDH-Verhéltnis von kompletten
Nieren unbehandelter adulter Mé&use ermittelt. Variierende Werte der ersten
Beadansétze legten ferner eine mehrfache Durchfihrung der jeweiligen Ansatze
nahe, um aussagekréftigere Mittelwerte zu erhalten. Da Reninzellen bei adulten
Wildtypméausen in der Regel am vaskuléaren Pol der Glomeruli, d.h. sehr nah am
Glomerulus lokalisiert sind, wurde bewusst auch mit 4,5um Beads gearbeitet,
welche ohne Probleme bis in die Glomeruli gelangen. Vorangehende

mikroskopische Untersuchungen hatten gezeigt, dass einem Grofteil der so

isolierten Glomeruli GefaRfragmente der afferenten Arteriolen mit Reninzellen
anhafteten (Abb. 3.10).

Abb. 3.10:

Immunhistochemie mit anti-Glattmuskelaktin (rot) und anti-Renin Antikorpern (griin) bei einem
mit  4,5um-Beads isolierten Glomerulus mit anhangender afferenter Arteriole einer
unbehandelten adulten Maus.

1: Mischbild aus Durchlicht und Immunfluoreszenz von Glattmuskelaktin (rot) und Renin (griin).
2: Immunfluoreszenz von Glattmuskelaktin. 3: Immunfluoreszenz von Renin.

Zur Schaffung einer geeigneten BezugsgroRe fur die Zellaufreinigung ohne
Zellkultur  wurden komplette Nieren von drei adulten unbehandelten
Wildtypmé&usen kleingeschnitten und ohne jeglichen Aufreinigungsschritt die
mRNA-Konzentration von Renin und GAPDH vermessen. Dies ergab einen

Mittelwert von 3,29.
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Wie in Abbildung 3.11 zu sehen, lieferte die Perfusion von Wildtypen mit 4,5um-
Beads bei sechs Versuchen einen Mittelwert von 13,7. Im Hinblick auf das
Verhaltnis Renin- zu GAPDH-mRNA ganzer Nieren kommt dies einer
gesteigerten Aufreinigung um den Faktor 4,16 gleich. Der durch den Fehlerbalken
angedeuteten Streuung liegen Einzelwerte von 3,04 bis 28,2 zugrunde.

Ansitze mit 4,5um-Beads im Vergleich zu ganzer Niere

20- —
151

104 Abb. 3.11:

Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-
5 mMRNA. Mittelwert nach Perfusion
von 4,5um-Beads und
Magnetisolierung bei sechs adulten
2 unbehandelten Wildtypmausen
&01’ o (WT) im Vergleich zu kompletten
Nieren dreier entsprechender Tiere.
* = signifikant p < 0,05.

Renin-mRNA / GAPDH-mRNA

Das mRNA-Verhaltnis von Renin zu GAPDH belduft sich nach einer Perfusion
von adulten unbehandelten Wildtypen mit 6um-Beads auf einen Mittelwert von
8,20 und liegt im Vergleich zum Mittel des 4,5um-Bead-Ansatzes deutlich
niedriger. Im Vergleich zu den ganzen Nieren ergibt sich jedoch auch hier eine
Steigerung um den Faktor 2,5 (Abb. 3.12). Dem Mittelwert liegen Einzelwerte
von 1,24 bis 19,9 zugrunde, wobei hier zwei der finf Werte mit 1,24 und 2,70
unter dem Mittel der kompletten Nieren von 3,29 liegen. Bei einem der
ermittelten Werte wurden zusétzlich zu den 6um-Magnetbeads auch noch blaue
6um-Latexbeads verwendet, um die Lage der Partikel nach der Perfusion und
wahrend des Siebeschrittes makroskopisch verfolgen zu konnen. Nach der
Perfusion stellten sich die Nieren hierbei &uRerlich blau gefarbt dar. Ein
Segmentalschnitt durch die Niere zeigte eine deutliche Anhdufung der blauen
Beads in der Zona juxtamedullaris und mittleren Anteilen des Nierenkortex. Bei
der Passage des 100um-Nylonsiebes, direkt nach dem Verdau, wurde ferner
ersichtlich, dass einige blau geféarbte Anteile im Sieb zurtickblieben. Ein Versuch,
die blauen Latexpartikel einer Isolatprobe unter dem Mikroskop in Relation zur

Lage der Reninzellen darzustellen, verlief leider erfolglos.
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Anséatze mit 6pm-Beads im Vergleich zur ganzen Niere

<
g 15 n.s.
_——————
z
g 1
" Abb. 3.12:
o J_ Verhaltnis Renin-mRNA / GAPDH-
g 4 mRNA Mittelwert nach Perfusion
% von 6um-Beads und Magnet-
= - isolierung bei fanf  adulten
é 3 £} by unbehandelten Wildtypm&usen
.‘s\"‘ Qe'b‘\" (WT) im Vergleich zu kompletten
@ £
& & Nieren dreier entsprechender Tiere.
& <

n.s. = nicht signifikant mit p = 0,059.

Bei den Ansatzen mit 8um-Beads ergab sich aus den funf Einzelwerten ein Mittel
von 1,20, welches deutlich unter dem Referenzwert der kompletten Nieren liegt
(Abb. 3.13). Die zugrundeliegenden Einzelwerte von 0,83 bis 1,52 zeigten,
ersichtlich am Fehlerbalken des Mittelwertes, eine viel geringere Streuung als die
vorangegangenen Versuche mit kleineren Beads. Ein Zusatz von 8um-Latexbeads
bei einer der funf Proben, enthillte ein &hnliches Bild der Anh&aufung im

Nierenkortex, wie der vergleichbare Ansatz mit den 6pum-Beads.

Anséitze mit 8um-Beads im Vergleich zur ganzen Niere

<

E 4- ;

3

3 3

& Abb. 3.13:

O L] Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-

5 mRNA. Mittelwert nach Perfusion

X 14 von 8um-Beads und Magnet-

E isolierung bei flinf adulten

s o unbehandelten Wildtypma&usen

x ‘i\e@ w.z,b" (WT) im Vergleich zu kompletten
@(\19 Q@'Q’ Nieren dreier entsprechender Tiere.
@ ® * = signifikant p < 0,05.

3.3.2. Beadperfusion an Low Salt und Enalapril stimulierten Mausen

Besonders im Hinblick auf die Isolierung von GefaRfragmenten, schien im
weiteren VVorgehen die Verwendung von Mausen sinnvoll, welche, im Gegensatz
zum unstimulierten Wildtypen, mehr Reninzellen entlang der afferenten
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Arteriolen besitzen. Stimulierte Wildtypen, welche (ber drei Wochen eine
Niedrigsalzdiat und eine Verabreichung des ACE-Hemmers Enalapril tber das
Trinkwasser erhielten (3Wo LS-Ena), schienen somit sehr geeignet fir den
nachsten Schritt in der Verbesserungsstrategie. Im direkten Vergleich zum
unstimulierten  Wildtypen, zeigen diese LS-Ena-Mduse weitaus mehr
reninbildende Zellen im juxtaglomerul&ren Bereich, wobei sich diese weiter nach

proximal entlang der afferenten Arteriolen erstrecken.

Wie in Abb. 3.14 zu sehen, zeigten LS-Ena-Méause bei der Auswertung ganzer
Nieren im Mittel einen Wert von 41,5, wéhrend man sich beim unbehandelten
Wildtypen bei einem Wert von 3,29 bewegte. Auch hier verzeichnet die 4,5um-
Bead-Methode im Vergleich zu ganzen LS-Ena-Nieren eine Erh6hung um den
Faktor 8, welche einen Mittelwert von 333 liefert (Abb. 3.14). Im Bezug auf die
ganzen Nieren unbehandelter Mause lasst sich hier eine hundertfache Steigerung

erkennen.

Dem erheblichen Fehlerbalken liegt eine breite Streuung der Einzelwerte von 28
bis 1235 zugrunde. Der Medianwert liegt bei 165.

WT adult 3 Wo Low Salt und Enalapril (LS Ena)
Ansatze mit 4,5um Beads

n.s.

L] 1
n.s.
600- I_S'

400- Abb. 3.14:

Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-
mRNA. Mittelwert nach Perfusion
200 von 4,5um-Beads und Magnet-
isolierung bei finf adulten, drei
Wochen mit Niedrigsalzdidgt und
0- Enalapril behandelten (LS Ena),
& (,,Q@ Mausen, im Vergleich zu den
> Referenzwerten von kompletten
& ,béb 2 Nieren entsprechend mit LS Ena
0(;0 ‘.9‘00 behandelter und unbehandelter

é\ W Tiere.

n.s. = nicht signifikant p > 0,05.

Renin-mRNA / GAPDH-mRNA

Unter Verwendung von 6um-Beads erhélt man bei LS-Ena-Mé&usen Werte, die im
Mittel 24 ergeben (Abb. 3.15). Im Bezug auf die ganzen LS-Ena-Nieren stellt
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dieser Wert eine Verringerung um den Faktor 0,73 dar, liegt jedoch um den
Faktor 7,3 hoher als der Referenzwert der unbehandelten kompletten Nieren.

Die finf Einzelwerte zeigen auch hier wieder eine markante Streuung und
erstrecken sich von 1,24 bis 56,7. Bis auf einen Wert von 39,1 und einen noch
héheren Wert von 56,7 reichen die Einzelwerte nicht an den Mittelwert der

ganzen LS-Ena-Nieren von 41,5 heran.

WT adult 3 Wo Low Salt und Enalapril (LS Ena)
Ansitze mit 6pm-Beads
k

< L) L]

Z 5 IS:

g : '

I 404

E Abb. 3.15:

& T Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-
"<" 20 J- mRNA. Mittelwert nach Perfusion
4 von 6um-Beads und Magnet-
% 10 isolierung bei finf adulten, drei
£ Wochen mit Niedrigsalzdiat und
s . T Enalapril behandelten (LS Ena),
e é\z& é\z‘c’ @b\"& Mausen, im Vergleich zu den

& & & Referenzwerten von kompletten
& 0@"’ 7z Nieren entsprechend mit LS Ena
(96{\ 6(,}\ behandelter und unbehandelter
é\o ki Tiere. * = signifikant p < 0,05.
n.s. = nicht signifikant p > 0,05.

Bei der 8um-Beadperfusion (Abb. 3.16) liegen die finf Einzelwerte, bis auf eine
Ausnahme von 2,65, alle um 20 (17,5 bis 25,2). Wie schon bei den Versuchen mit
unbehandelten Mausen, zeigt die 8um-Bead-Methode auch bei den LS-Ena-
Méusen eine geringere Streuung als die Versuche mit 4,5um- und 6um-Beads.
Der errechnete Mittelwert ergibt 18,7, was in etwa der Halfte des Bezugswertes
der ganzen LS-Ena-Nieren gleich kommt (Abb. 3.16). Im Vergleich zu den
ganzen Nieren unbehandelter Mé&use liegt dieser Wert um den Faktor 5,7 hoher.
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WT adult 3 Wo Low Salt und Enalapril (LS Ena)
Ansitze mit 8um-Beads
< *
2 50- ' * ’
£ ; '
L 40-
o
o
o Abb. 3.16:
E 5 Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-
= mMRNA. Mittelwert nach Perfusion
% 10- von 8um-Beads und Magnet-
é isolierung bei finf adulten, drei
g 0 Wochen mit Niedrigsalzdidt und
o ‘\\& ‘i\q}‘” Q%Q@ Enflaprll .behandelte.n (LS Ena),
& & <& Mausen, im Vergleich zu den
& ,b& V Referenzwerten von kompletten
éoé\ GJQ? Nieren entsprechend mit LS Ena
é\‘} i behandelter und unbehandelter
Tiere. * = signifikant p < 0,05.

3.3.3. Beadperfusion an Losartan stimulierten M&usen

Eine weitere Strategie, welche auch bei den Abwandlungen des urspriinglichen
Protokolls schon verfolgt wurde, war die Stimulation von Wiltypen mit Losartan

(30mg/kg) ab dem postpartalen Tag 1 (ppl) bis zum Tag der Organentnahme.

Die so stimulierten Wildtypen zeigen eine beachtliche Vermehrung der
reninbildenden Zellen, welche hier weitreichend proximal entlang der afferenten
Arteriolen und auch in groReren GefaRabschnitten rekrutiert sind. Dieser Umstand
macht sie wiederum sehr interessant fiir die Isolation von Geféal3fragmenten

mittels Beadperfusion.

Auch bei den Losartan-Mdusen wurden wieder drei Werte erstellt, welche das
Verhéltnis von Renin- zu GAPDH-mRNA in einer kompletten Niere
wiederspiegeln sollten. Wahrend man beim unbehandelten Wildtypen in der
ganzen Niere ein Verhéltnis von 3,18 erhielt, lieferten Giber 12 Tage mit Losartan
behandelte Tiere hier einen vielfach hoheren Mittelwert von 210. Zwei Ansdtze
mit 6um-Beads bei ppl2-Los-Madusen ergaben Werte von 256 und 765, welche
um den Faktor 1,22 bzw. 3,64 hoher als bei unaufgereinigten Nieren lagen. Einen
viel hoheren Wert von 2677, was einer Steigerung um den Faktor 12,7 gegenuber
ganzen ppl2-Los-Nieren entsprach, erbrachte die Durchfiihrung der 8um-Bead-
Perfusion (Abb. 3.17).
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Vergleich WT ganze Niere und WT Losartan
ganze Niere und Bead-Ansatze

25004
2250+
2000+
1750+
15004
1250+
1000+

750+

500+

2504
ol [

Renin-mRNA / GAPDH-mRNA

& v
&R

Abb. 3.17: Verhiltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA nach Perfusion von 6um- bzw. 8um-Beads und
Magnetisolierung bei drei 12 Tage alten, mit Losartan behandelten, Mdusen. Auf den jeweiligen
Wert folgt eine Auswertung des restlichen Nierengewebes nach der Magnetisolierung (Rest). Im
Vergleich dazu sind Mittelwerte dreier kompletter Nieren unbehandelter adulter Mause (WT
unbeh.) und dreier kompletter Nieren von Losartan behandelten M&usen im Alter von 12 Tagen
(pp12 Los) aufgefiihrt.

3.3.4. Vitalitatskontrolle anhand Zellkultur

Um eine mogliche Toxizitdt des Verfahrens mit Beadperfusion und
Magnetisolierung auszuschlief3en, wurden die Isolate in den folgenden Versuchen,
entsprechend den Versuchen nach dem Standardprotokoll, in Zellkultur gegeben
und durch Zugabe von Forskolin und Endothelin hinsichtlich der Vitalitat der
Reninzellen getestet. Jeweils drei adulte unbehandelte Mause wurden mit 6um-
und 8um-Beads perfundiert, und die Zellfragmente nach dem Verdau mit einem
Magneten isoliert. Die so gewonnenen Isolate wurden fur 20h in Zellkultur

68



3. Ergebnisse

gegeben. Waéhrend die Kontrolle daraufhin unbehandelt blieb, wurde eine
Fraktion mit Forskolin versehen, eine mit Endothelin und eine mit Forskolin und
Endothelin zusammen. Nach weiteren 24h in Kultur wurde die RNA-
Konzentration vermessen.

Bei der Perfusion von drei adulten unbehandelten Wildtypmé&usen mit 6um-Beads
und anschlieBender Zellkultur ergab die Kontrolle fir das Renin- zu GAPDH-
MRNA-Verhdltnis einen Mittelwert von 3,37 (Abb. 3.18). Eine Forskolinzugabe
sorgte diesbeziiglich fir eine markante Erhohung auf einen mittleren Wert von
12,5. Eine Endothelinzugabe hingegen vermochte den Mittelwert, im Vergleich
zur Kontrolle, merklich auf 0,89 zu verkleinern. Auch der gleichzeitige Zusatz
von Endothelin und Forskolin spiegelte die Hemmwirkung des Endothelins
gegenuiber dem Forskolin wieder (Abb. 3.18). Der so erhaltene Wert (e+f) zeigte
sich mit 7,38 signifikant niedriger als der Wert nach alleiniger

Forskolinstimulation (f).

Wildtyp adult unbehandelt nach Perfusion
mit 6pm-Beads und Magnetseparation
*
< L] * L}
=z *
m 15+ —
L T
o i B
II<L 104
R T
< 11
Z 5
(14 T
£ pu =
c -
.E c L) L) T L)
e . « H & Abb. 3.18:
_ ¢ Verhaltnis Renin-mRNA / GAPDH-
fc__fg:)sr:(torﬁrl‘ mRNA nach Perfusion von 6um-
s=andotheln Beads, Magnetisolierung und 44h
e+f = endothelin+forskolin Zellkultur bei drei adulten unbe-
handelten Mausen.
* = signifikant p < 0,05.
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Eine 8um-Beadperfusion bei drei adulten unbehandelten Wildtypen mit
anschlieRBender Zellkultur ergab fir die Kontrolle einen Mittelwert von 37,5. Auch
hier lieferte die Forskolinzugabe mit 102 einen deutlich héheren Wert als die
Kontrolle. Eine Endothelinzugabe hingegen konnte den Wert der Kontrolle auf
13,2 verringern, wobei dies keine signifikante Anderung darstellt. Dariiber hinaus
konnte Endothelin, die stimulierende Wirkung von Forskolin nach kombinierter
Zugabe beider Substanzen auch in diesem Fall signifikant einddmmen (Abb.
3.19).

Wildtyp adult unbehandelt nach Perfusion
mit 8um-Beads und Magnetseparation
*
< n.s. '
4 r 1
o 1501 3
£ f '
T
a
o. 1004
<
o
3 s
x
g
c
‘e o Abb. 3.19:
& o LY e _ Verhiltnis Renin-mRNA / GAPDH-
_ trol @ MmRNA nach Perfusion von 8um-
o A Beads, Magnetisolierung und 44h
f = forskolin
e = endothelin Zellkultur bei drei adulten unbe-
e+f = endothelin+forskolin handelten Mausen.
* = signifikant p < 0,05.
n.s. = nicht signifikant p > 0,05.

Die Reninzellen in Kultur erwiesen sich anhand der Wirkung von Forskolin und
Endothelin auch nach Beadperfusion und anschlieBender Magnetaufreinigung als
intakt. Aus diesem Grund scheint diese Methode als durchaus geeignet fir die
Erreichung des Ziels einer intakten Reninzellkultur von mdoglichst hohem

Reinheitsgrad.
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4.1. JG-Zell-Praparation nach Kurtz et al. (1986)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zuerst die JG-Zell-Préparation nach Kurtz et al.
von 1986 wiederholt, um neben der Feststellung der Reproduzierbarkeit auch
einen Uberblick tber die einzelnen Verfahrensschritte zu erhalten. Dabei wurde
sowohl auf Schwierigkeiten, als auch auf mdgliche Verbesserungen einzelner

Elemente dieser Standardmethode geachtet.

4.1.1. Schwierigkeiten und Verbesserungen

Der wesentliche Schritt der Dichtegradientenauftrennung unter Sorvall-
Zentrifugation in einem Percoll-Gemisch erwies sich von Anfang an als
kritikwirdig, da sich die anschlieBende Entnahme einer bestimmten Phase mit
hohem Gehalt an Reninzellen als &ulerst schwierig und variabel darstellte. Von
den vier Phasen, die von Kurtz et al. (1986) beschrieben wurden, konnten bei den
Durchfiihrungen stets nur drei beobachtet werden (Abb 4.1 / Phasen 1-3).

' . Bereich mit hohem An-
} teil an reninbildenden
Zelllen

Schicht reich an
Erythrozyten

Abb. 4.1: Schichtung des Percollgradienten nach Zentrifugation im Sorvallbecher bei der

Durchfiihrung der JG-Zell-Praparation (nach Kurtz et al., 1986).
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Am Grunde des Sorvall-GeféaRes setzten sich zwar eine Vielzahl von Zellen ab,
die bei den ersten Versuchen, aufgrund der enthaltenen Erythrozyten, auch eine
rote Farbung zeigten. Jedoch liel die relativ breite mittlere Phase, die auch die
Schicht mit dem hohen Anteil an reninbildenden Zellen enthalten sollte, mit
bloRem Auge keine weitere Schichtung erkennen (Abb. 4.1/Phase 2). Die
Entnahme von Zellen aus dem Gemisch leicht oberhalb der untersten zu
erkennenden Phase stellte somit eher ein gefiihlsmaRiges Vorgehen als einen
genau definierten und reproduzierbaren Vorgang dar. Schwankende Ergebnisse
bei der Auswertung der Versuche, denen die JG-Zell-Préparation zugrunde lag,
konnten somit in direkter Beziehung zu diesem Entnahmeschritt stehen. Dies stellt
nicht nur die Vergleichbarkeit der einzelnen Werte untereinander, sondern auch
ihre Aussagekraft im Hinblick auf durch Veranderungen erwirkte Verbesserungen
in Frage. Um hier aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten, muss demnach auch die
Versuchstierzahl sehr hoch angesetzt werden. Die Verbesserung dieses
Aufreinigungsschrittes stellte sich somit als zentrales Ziel dieser Arbeit heraus.
Als weiterer wichtiger Punkt fiel auch der Verdau des Nierengewebes ins
Augenmerk. Ein zu intensiver Verdau kann zu Zellverlusten fuhren und auch die
Vitalitat der isolierten Zellen beeintrachtigen. Wichtige Angriffspunkte dabei
schienen neben Konzentration und Zusammensetzung der Enzyml6sung, auch die
Dauer des Verdauvorganges zu sein. Ausgehend von der bereits vorhandenen
Methode wurde versucht, diese Punkte jeweils in einzelnen Versuchen zu
verbessern. Auftretende Scherkréafte wéhrend der Zentrifugation schienen auch
einen moglichen Storfaktor im Hinblick auf eine stressbedingte Entleerung der
Reninspeichergranula darzustellen. Als wichtiges Element der Standardmethode
konnten diese zundchst jedoch keiner Reduktion unterzogen werden. Dieser
Aspekt wurde erst bei Durchfiihrung der Beadmethode beachtet, wobei zur
Abzentrifugation der Isolatlésung mdglichst geringe Rotationsgeschwindigkeiten

gewahlt wurden.

4.1.2. Standardprotokoll bei unbehandelten M&usen

Anhand der ersten Versuche wurde die Reproduzierbarkeit der JG-Zell-
Préparation nach Kurtz et al. (1986) festgestellt. Die geringe Streuung bei
dreimaliger Durchfuhrung dieses Standardprotokolls ermdglichte es, den daraus

errechneten Mittelwert als Bezugsgrolie fur die Folgeversuche zu verwenden. Die
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Vitalitat der reninbildenden Zellen in der Zellkultur wurde anhand einer Erhéhung
des mRNA-Verhéltnisses bei Forskolinzusatz und einer Erniedrigung bei
Endothelinzugabe, im Vergleich zum Kontrollwert, eindeutig nachgewiesen (Abb.
3.1). Wéren die Zellen tot, wirden weder Forskolin- noch Endothelinzugaben eine
Anderung hervorrufen (Kurtz et al., 1986; Moe et al., 1991). Im Gegensatz zur
weitreichenden Stimulation durch Forskolinzugabe, fiel die Hemmwirkung bei
alleiniger Endothelinzugabe eher gering aus. Dies kann auf eine eventuell
verminderte Wirksamkeit des verwendeten Endothelins zurtickgefiihrt werden.
Jedoch verdeutlichte sich die Hemmwirkung von Endothelin bei gleichzeitiger
Zugabe von Forskolin und Endothelin, wobei die Stimulation durch Forskolin
deutlich abgeschwacht wurde (Abb. 3.1).

4.1.3. Standardprotokoll bei Losartan stimulierten M&ausen

Die Durchfihrung der JG-Zell-Préparation mit Mausen, die durch eine
Stimulation des RAAS erheblich mehr reninbildende Zellen exprimieren, sollte
veranschaulichen, dass mit einem hoheren Gehalt an Zielzellen im
Ausgangsgewebe, bei &quivalenter Versuchsdurchfihrung, auch eine bessere
Aufreinigung erzielt werden kann.

Die Verwendung von mit Losartan stimulierten 12 Tage alten Mausen
verdeutlichte, dass sich die Aufreinigung der reninbildenden Zellen nach dem
Standardprotokoll von Kurtz et al.(1986) steigern lieR. Im Vergleich zu
unbehandelten Nieren ermdglichte der gesteigerte Anteil an Reninzellen in
stimulierten Nieren, bei gleichem Vorgehen, einen um den Faktor 3,8 besseren
Reinheitsgrad. Die vermehrte Reninexpression in stimulierten Nieren flhrt zu
einem erhohten Anteil an Reninzellen in der entnommenen Phase des
Dichtegradienten und ermdglicht so ein reineres Isolat. Wie die Auswertung von
ganzen Nieren zeigt, besallen unbehandelte adulte Mause mit 3,29 im Mittel viel
kleinere Kontrollwerte als 12 Tage alte mit Losartan behandelte Mé&use, welche
im Schnitt bei 210 lagen (Abb. 3.18). Der daraus errechnete Steigerungsfaktor von
64 lasst sich mit der JG-Zellpréparation folglich nicht erreichen. Grund dafr ist
neben dem verbesserungswirdigen Verdau und den Scherkraften wahrend der
Zentrifugation, vor allem die wungenaue Phasenentnahme aus dem

Dichtegradienten.
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4.2. Modifikation der JG-Zell-Praparation

4.2.1. Variation der Verdaulésung

Die erste vorgenommene Verdnderung am Ausgangsprotokoll nach Kurtz et al.
von 1986 war die Abwandlung der Zusammensetzung der Verdauldsung. Da die
Endopeptidase Trypsin sich, im Gegensatz zu Collagenase, beim Verdau nicht auf
bestimmte Proteine beschrankt, sondern auf gewisse Merkmale in der
Eiweilstruktur spezialisiert ist, wurde diese als ungeeignet erachtet und aus der
Verdauldsung herausgenommen. Ansteigende Kontrollwerte nach der kompletten
Elimination von Trypsin aus dem Verdau, lassen darauf schliel3en, dass Trypsin
durch zu aggressiven Verdau zu Zellverlusten fiihrte. Dies legte den Verzicht auf
Trypsin wéhrend der sich anschlieBenden Versuche nahe. Unter alleiniger
Verwendung von Collagenase A in der Verdaulosung schien eine Erhéhung der
Konzentration von 0,15% auf 0,25% zundchst sehr dienlich fir die
Verbesserungsstrategie, da sich bei einer unbehandelten Maus ein Kontrollwert
von 2,02 (Abb. 3.4) erzielen liel}, wohingegen ein entsprechender Ansatz mit
0,15% Collagenase A nur 1,08 (Abb. 3.3) erbrachte.

Die schlechtere Ausbeute an Reninzellen beim Verdau mit 0,15% Collagenase A
ist auf einen geringeren Fortschritt des Verdaus bis auf Einzelzellebene zu
grinden. Beide Werte lagen jedoch hoher als die Ergebnisse nach dem

Ausgangsprotokoll mit 0,25% Trypsin und 0,15% Collagenase A.

4.2.2. Vorperfusion

Eine vorangehende Perfusion mit Verdauldsung sollte neben einem
gleichméRigen Verdau auch die Entfernung zellul&rer Blutbestandteile aus dem
Ausgangsgewebe gewadhrleisten. Doch dieses Vorgehen schien den Verdau nicht
weitreichend zu verbessern. So ergab eine Perfusion von 0,15% Collagenase A-
Losung und sich anschlieBendem 90min-Verdau einen Kontrollwert von 0,57
(Abb. 3.6), der sogar leicht geringer war als die Kontrolle von 1,08 (Abb. 3.3)
eines vergleichbaren Versuches ohne Perfusion. Bereits beim Perfusionsvorgang
konnten die Reninzellen zur Ausschittung von Renin bewegt worden sein. Auch
ein vermehrter Zellverlust von reninbildenden Zellen durch einen zu frih

einsetzenden Verdau wére denkbar, da die Verdauldsung beim Perfusionsvorgang
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in unmittelbare N&he zur Lokalisation der Zielzellen gelangt. In der Folge wirde
dies auch kleinere Werte im Renin-GAPDH-mRNA-Verhaltnis erklaren.

4.2.3. Verklrzung der Verdauzeit

Eine Halbierung der Verdauzeit auf 45min sollte einem bermé&Rigen Zellverlust
durch zu langen Verdau vorbeugen. Unter Verwendung Losartan stimulierter
Mause erwies sich dieses VVorgehen bei allen drei verwendeten Collagenase A-
Losungen von 0,05%, 0,15% und 0,25% als vorteilhaft. Wahrend sich die
Reinheit der Reninzellen mit 0,05% und 0,15% Collagenase A nur um den Faktor
1,2 (Abb. 3.7) bzw. 2,8 (Abb. 3.8) steigern liel, wurde mit 0,25% Collagenase A
die beste Steigerung um den Faktor 4,8 erzielt (Abb. 3.9). Obwohl sich bei
unbehandelten Mdusen die Ergebnisse nach dem Standardprotokoll bei den beiden
niedrigeren Collagenase A-Konzentrationen nicht tbertreffen lieRen, zeichnete
sich auch bei diesen Tieren mit 0,25% Collagenase A eine Verbesserung des
Referenzwertes auf das Doppelte ab (Abb. 3.9). Auch hier zeigte sich ein Anstieg
der Werte mit steigender Collagenase A Konzentration. Bei der verkirzten
Verdauzeit von 45min reichen geringe Konzentrationen von 0,05% bzw. 0,15%
Collagenase A nicht aus, um das kleingeschnittene Nierengewebe komplett bis
auf Einzelzellebene zu verdauen. Nach dem Verdau noch im Zellverband
befindliche Reninzellen bleiben beim Siebeschritt aufgrund ihrer GroRe im
Nylonnetz zuriick, oder werden nach dem Schritt der
Dichtegradientenaufreinigung aufgrund ihres Gewichtes mit der untersten Phase
verworfen. Je mehr Zellen sich noch im Zellverband befanden, umso weniger
Reninzellen konnten nach dieser Methode isoliert werden. Der beste Verdau bis
auf Einzelzellebene erzielt somit auch das beste Ergebnis. Die Steigerung der
Werte mit der H6he der Konzentration an Collagenase A verdeutlicht daher, dass
eine Konzentration von 0,25% Collagenase A unter den verwendeten
Konzentrationen am besten geeignet ist, das Nierengewebe bei 45min Verdau bis
auf Einzelzellebene zu verdauen. Neben der Konzentration der Verdaulésung ist
natlrlich auch die Dauer des Verdaus ausschlaggebend flr den Fortschritt des
Verdaus und somit fur den Gehalt an separierten Einzelzellen. Da bei
unbehandelten Ma&usen mit einem 90min-Verdau von 0,15% bzw. 0,25%
Collagenase A (Abb. 3.3 + 3.4) im Vergleich zum 45min Verdau (Abb. 3.8 + 3.9)

jedoch deutlich bessere Ergebnisse erzielt werden konnten, l&sst sich daraus
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schlieBen, dass bei diesen Konzentrationen der langere 90min-Verdau fir das
Erreichen von Einzelzellsuspensionen von Vorteil ist. Auch bei Losartan
stimulierten Mausen erwies sich bei einer Verdaulésung von 0,25% Collagenase
A der 90min-Verdau vorteilhaft, da sich hierbei ein Ergebnis von 2,58 erzielen
lied (Abb. 3.5). Dieser Wert liegt zwar nur geringfugig hoher als der Mittelwert
von 2,45 des 45min-Verdaus, jedoch sollte hierbei die breite Streuung der
Einzelwerte nach dem 90min-Verdau Beachtung finden, welcher wohl eine
vorzeitige Entleerung der Reninspeichergranula bei Einzelproben zugrunde liegt.
Unter diesem Aspekt ist darauf zu schlieRen, dass auch bei Losartan stimulierten
Méusen der 90min-Verdau geeigneter fir den Fortschritt des Verdaus bis auf

Einzelzellebene ist.

Die Verklrzung der Dauer des Verdaus scheint somit keine brauchbare
Verbesserung bei Verwendung des Protokolls der JG-Zell-Préparation

darzustellen.

4.2.4. Folgerungen anhand der Modifikationen

Das beste Ergebnis bei den durchgefihrten Modifikationen  des
Standardprotokolls der JG-Zell-Praparation lieferte sowohl bei unbehandelten
adulten, als auch bei 12 Tage alten, mit Losartan behandelten Mausen ein 90-
minutiger Verdau mit 0,25% Collagenase A. Dabei ergaben sich mittlere
Kontrollwerte von 2,02 bei unbehandelten und 2,57 bei stimulierten Mdusen,
wobei dies im Bezug auf das Standardprotokoll eine Verbesserung um den Faktor
15,5 bzw. 5,2 bedeutete. Die Aufreinigung der Reninzellen Losartan stimulierter
Mause lasst sich demzufolge nicht in entsprechendem Mafe zu den unbehandelten
Mausen verbessern. Dem liegt, wie bei den Schwierigkeiten des
Standardprotokolls schon erwéhnt, die Entnahmetechnik der Zellen zugrunde. Da
sich aber unter Verwendung der JG-Zell-Préparation selbst mit den angedachten
Verdnderungen keine grofRen Fortschritte einstellten, schien es angebrachter, eine

andere Strategie zur Isolierung reninbildender Zellen zu verfolgen.
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4.3. Beadperfusion

Um eine weitreichendere Verbesserung beim Reinheitsgrad des Isolates zu
erzielen, wurden einige molekularbiologische Verfahren ins Auge gefasst. Eine
Verbesserung der Dichtegradientenauftrennung durch Zusatz von geféarbten
Latexpartikeln, die in Form und Grol3e den Reninzellen entsprechen und so die
entsprechende Phase markieren konnten, konnte aufgrund des Mangels an Wissen
uber die Zielzellen nicht naher verfolgt werden.

Ziemlich schnell rickten daraufhin magnetische Aufreinigungsverfahren in den
Focus des Interesses.

Die wohl geeignetste Methode schien die magnetische Isolierung der Zellen tber
spezifische Oberflachenproteinstrukturen, anhand von Beads, gekoppelt mit den
jeweiligen Antikdrpern, zu sein. Aufgrund des Mangels an bekannten spezifischen
Antigenstrukturen an der JG-Zell-Oberflache konnte diese jedoch leider nicht in
die Tat umgesetzt werden.

Auch die von Takemoto et al. im Jahr 2002 veroffentlichte Methode zur
magnetischen Isolierung von Glomeruli Uber Vorperfusion von 4,5um-Beads
schien sehr dienlich fur die Verfolgung des Ziels dieser Arbeit. Eingehende
Uberlegungen fiihrten schlieRlich zu der Idee, anhand dieser Methode
GeféaRfragmente der afferenten Nierenarteriolen zu isolieren. Die Verwendung
groerer Beads mit 6 und 8um Durchmesser sollte, durch deren Festsetzung in

bestimmten GefaRabschnitten, deren Magnetseparierung gewéhrleisten.

4.3.1. Voriberlegungen zur Beadperfusion

Aufgrund der mit den Abwandlungen der JG-Zell-Prapartion gewonnenen
Erkenntnis, dass sich Trypsin zu aggressiv flr einen angemessenen Verdau
verhélt, fand dieses Enzym auch bei den Versuchen mit Beadperfusion keine
Anwendung. Da hier im Gegensatz zur Dichtegradientenauftrennung nicht ein
Verdau bis auf Einzelzellebene erwinscht, sondern der Erhalt bestimmter
Gewebsstrukturen sogar essenziell fur die Durchfiihrung der Methode war, wurde
eine Verdauzeit von 30 min und ein Gehalt von 0,15% Collagenase A fur die
Verdauldsung gewéhit.

Bereits erste Vorversuche mit Beadperfusion, die der Erprobung der Methode

dienten, lieferten stets vielversprechend hohe Werte, und versprachen somit eine

78



4. Diskussion

bessere Aufreinigung, wenn man sie mit den JG-Zell-Préparations-Versuchen
verglich. Eine breite Streuung der Einzelwerte bei nur wenigen identischen
Ansatzen deutete darauf hin, dass zum Erhalt aussagekréftiger Mittelwerte die
Versuchszahl bei der Beadmethode deutlich angehoben werden musste.

Die GroRe der Beads wurde auf 6 und 8um festgelegt, da dies die kommerziell
erhaltlichen GroRen sind, die sich in der Varianzbreite der Durchmesser der
afferenten Nierenarteriolen von Mdausen bewegen. Auch eingehende Recherchen
lieRen keine groReren Beads als 8um finden.

Die ersten Versuche mit Beadperfusion ergaben zwar wertvolle Hinweise auf eine
bessere Aufreinigung der Reninzellen, aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse
konnte jedoch keine treffende Aussage bezliglich der Eignung der verwendeten
Beadgroflen getroffen werden. Die sich anschlielenden Versuche zur
Beadperfusion an adulten M&usen wurden deshalb mit Beads von 4,5um, 6um
und 8um Durchmesser in entsprechender Anzahl durchgefiihrt.

4.3.2. Beadperfusion an unbehandelten Méausen

Da sich bei der Erstellung des Renin-GAPDH-mRNA-Verhéltnisses aus
kompletten Nieren dreier unbehandelter adulter Wildtypen keine groReren
Divergenzen ergaben, lieferte der errechnete Mittelwert mit 3,29 eine
angemessene BezugsgroRe fir die nachfolgenden Versuche ohne Zellkultur.

Bei den Versuchen mit unbehandelten adulten Mé&usen lieferte die magnetische
Isolierung nach Perfusion von 4,5um-Beads den hoéchsten Mittelwert von 13,7.
Die Perfusion mit 4,5um-Beads stellt somit die beste Methode bei unbehandelten
adulten Mdusen dar. Wie nach Takemoto et al. (2002) bekannt, werden mit den
4,5um Beads zum Grofteil Glomeruli isoliert, da diese in aller Regel die
afferenten Arteriolen ungehindert passieren und sich so erst in den glomeruléren
Kapillarschlingen festsetzen (Abb. 4.2 + Abb. 4.3).

Wie in Abbildung 4.2 zu sehen, gelangen bei der 4,5um-Bead-Methode auch
einige Glomeruli mit anh&ngenden Teilen der afferenten Arteriolen ins Isolat. In
unmittelbarer Ndhe zum Glomerulus scheint es eine Art ,,Sollbruchstelle® zu
geben, an der nach dem durchgefiihrten Verdau ein Grofteil der afferenten und

auch efferenten Arteriolen vom Glomerulus getrennt wird.
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Perfusion mit 4,5um-Beads
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Abb. 4.2: Schema der 4,5um-Beadperfusion eines Glomerulus einer unbehandelten adulten
Maus. Das Isolat zeigt hier iberwiegend Glomeruli mit zum Teil noch anhaftenden afferenten /
efferenten Arteriolen.

Abb. 4.3 : Immunhistochemie mit anti-Glattmuskelaktin (rot) und anti-Renin Antikérpern (griin)
bei zwei mit 4,5um-Beads isolierten Glomeruli einer unbehandelten adulten Maus.

1: Mischbild aus Durchlicht und Immunfluoreszenz von Glattmuskelaktin (rot) und Renin (griin).
2: Immunfluoreszenz von Glattmuskelaktin. 3: Immunfluoreszenz von Renin.

Da die reninbildenden Zellen bei unbehandelten adulten Mdausen aufgrund ihrer
juxtaglomeruléren Lage eng mit dem Glomerulus assoziiert sind, wird auch mit
derjenigen Methode der hochste Gehalt an Renin-mRNA vermessen, welche am
meisten Glomeruli zu isolieren vermag. Da die gréf3eren Beads mit zunehmendem
Durchmesser auch immer Kkleinere Werte lieferten, lasst sich daraus schlief3en,
dass mit zunehmender BeadgroRe immer weniger Beads bis in die Glomeruli
gelangen konnten und somit auch stets weniger Glomeruli mit anhaftenden
Reninzellen isoliert wurden. Auf der anderen Seite spricht dies aber auch dafur,
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dass sich die 6 und 8um Beads in immer grofierem Malie in den praglomeruléren

GefaRabschnitten festsetzten und somit Gefa3fragmente der afferenten Arteriolen

zu isolieren vermochten (Abb. 4.4 - 4.7).

Abbildung 4.4 veranschaulicht, wie bei der Perfusion von 6um-Beads vereinzelt

einige Beads auch bis in die Kapillarschlingen der Glomeruli gelangen. Dies fiihrt

dazu, dass neben den GefaRfragmenten der afferenten Arteriolen auch eine

gewisse Anzahl an Glomeruli vom Magneten erfasst wird und so im Isolat zu

finden ist.

Perfusion mit 6um-Beads
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Abb. 4.4: Schema der 6um-Beadperfusion eines Glomerulus einer unbehandelten adulten Maus.
Das Isolat zeigt hier neben isolierten GefdaRfragmenten der afferenten Arteriolen auch einige

Glomeruli.
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Abb. 4.5: Immunhistochemie mit anti-Renin Antikérpern (griin) bei zwei Glomeruli und zwei
GefaRfragmenten afferenter Arteriolen einer unbehandelten adulten Maus, welche mit 6um-
Beads isoliert wurden.

Abbildung 4.6 gibt das Festsetzen der grofieren 8um-Beads in praglomeruléren
Anteilen der afferenten Arteriole wieder. Da bei dieser Methode nur in
Ausnahmeféllen Beads bis in die Kapillaren der Glomeruli gelangen, werden hier
zum GroRteil nur GefalRfragmente der afferenten Arteriolen isoliert (Abb 4.7).
Aufgrund der genannten ,,Sollbruchstelle* werden bei dieser Methode nur wenige
reninbildende Zellen isoliert, was auch den niedrigsten Mittelwert bei den
durchgefuhrten Bead-Versuchen an unbehandelten Tieren erklért (Abb. 3.13).
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Perfusion mit 8um-Beads
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Abb. 4.6: Schema der 8um-Beadperfusion eines Glomerulus einer unbehandelten adulten Maus.
Das Isolat besteht hier nur aus GefaRRfragmenten. Nur wenige der isolierten Fragmente besitzen
glomerulusnahe GefdfRanteile mit Reninzellen.

Abb. 4.7: Immunhistochemie mit anti-Renin Antikérpern (grin) bei einem mit 8um-Beads
isolierten GefalRfragment einer afferenten Arteriole einer unbehandelten adulten Maus.
Mischbild aus Durchlicht und Immunfluoreszenz von Renin (grin). Der GrofSteil des
GefaRfragments zeigt Eigenfluoreszenz. Nur im unteren GefdRabschnitt zeigen wenige
Reninzellen echte Fluoreszenz. Bar = 50um.
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4.3.3. Beadperfusion an Low Salt und Enalapril stimulierten Mausen

Aufgrund der vielversprechenden Erfolgsaussichten einer Isolierung von
GefaBRfragmenten mit einer Vielzahl von rekrutierten Reninzellen fiel der
Entschluss, den Versuchen mit unbehandelten Mé&usen, Versuche mit stimulierten
Méusen anzuschlieBen, welche Uber drei Wochen eine Niedrigsalzdiat und
Enalapril erhalten hatten. Wie in der Einleitung erklart, exprimieren derart
stimulierte M&use groRere Mengen an Renin, wobei die reninbildenden Zellen
auch weiter praglomeruldr an den afferenten Arteriolen rekrutiert werden (Abb.
1.8). Diese Tatsache liel darauf schlieen, dass durch die Isolierung von
Geféalifragmenten Uber groRere Beads, bei den so stimulierten Tieren, auch mehr
reninbildende Zellen isoliert werden kdnnen.

Betrachtet man zunéchst die BezugsgroRe der kompletten Nieren, so wird anhand
der Erhéhung des Mittelwertes von 3,29 auf 41,5 ersichtlich, dass die stimulierten
Mause um den Faktor 12,6 mehr Renin exprimieren (Abb. 3.15). Nur anhand der
4,5um-Bead-Methode lieR sich der Wert der kompletten LS-Ena-Nieren
Ubertreffen. Mit 6 und 8 um-Beads gelang dies nicht. Dies lasst sich damit
erklaren, dass die reninbildenden Zellen bei LS-Ena-Mausen zum GroRteil in
unmittelbarer Ndhe zum Glomerulus exprimiert werden. Wie schon bei den
unbehandelten Tieren eignet sich auch in diesem Fall eine Isolierung der
Glomeruli anhand der 4,5um-Bead-Methode am besten zur Erfassung des
GroRteils der Reninzellen (Abb. 4.8).

Perfusion mit 4,5um-Beads
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Abb. 4.8: Schema der 4,5um-Beadperfusion eines Glomerulus einer drei Wochen mit
Niedrigsalzdidt und Enalapril behandelten adulten Maus. Das Isolat zeigt hier lGberwiegend
Glomeruli mit zum Teil noch anhaftenden afferenten / efferenten Arteriolen.

84




4. Diskussion

Eine gesteigerte Ausbeute an Reninzellen bei LS-Ena-Mé&usen mit 6 und 8um-
Beads an den dabei isolierten GefaRfragmenten verdeutlicht sich anhand der
erheblichen Steigerung, die sie im Vergleich zu den ganzen Nieren unbehandelter
Tiere an den Tag legten (Abb. 3.15 + 3.16).

Wie in Abbildung 4.9 zu sehen, besitzen mit der 6pm-Bead-Methode isolierte
GefaRfragmente der LS-Ena-Mé&use mehr reninbildende Zellen als diejenigen der
unbehandelten Mause in Abbildung 4.4.

Perfusion mit 6um-Beads
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Abb. 4.9: Schema der 6um-Beadperfusion eines Glomerulus einer drei Wochen mit
Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten adulten Maus. Neben einigen Glomeruli zeigt das Isolat
viele GefalRfragmente der afferenten Arteriolen.

Auch in direktem Vergleich zu den Versuchen mit unbehandelten Mdusen, ergab
sich bei den LS-Ena-Mé&usen bei jeder der drei verwendeten BeadgrdRen eine
Verbesserung. Unter Verwendung der 4,5um-Beads kam es zu einer 24fachen
Steigerung des Mittelwertes von 13,7 auf 333, bei den 6um-Beads zu einer
dreifachen Steigerung von 8,2 auf 24 und bei den 8um-Beads zu einer flinffachen
Steigerung von 3,64 auf 18,7 (Abb. 3.11- 3.16).

Das Erzielen einer hoheren Steigerungsrate bei den 8um-Beads, als bei 6um-
Beads, hédngt damit zusammen, dass unbehandelte Tiere in den von 8um-Beads
isolierten GefaRfragmenten viel weniger Reninzellen exprimieren (Abb. 4.6 + 4.7)
als die mit Niedrigsalz und Enalapril stimulierten Mause (Abb. 4.10 + 4.11).
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Perfusion mit 8pm-Beads
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Abb. 4.10: Schema der 8um-Beadperfusion eines Glomerulus einer drei Wochen mit
Niedrigsalzdidt und Enalapril behandelten adulten Maus. Im Isolat befinden sich Giberwiegend nur
GefaRfragmente der afferenten Arteriolen.

Abb. 4.11: Immunhistochemie mit anti-Renin Antikdrpern (griin) bei einem mit 8um-Beads
isolierten GefdaRfragment einer afferenten Arteriole einer einer drei Wochen mit Niedrigsalzdiat
und Enalapril behandelten adulten Maus. Bar=50um.

Dem hingegen wurden bei den 6um-Beads, aufgrund biologischer Varianz der
GefaRdurchmesser, neben glomerulusnahen GefalRfragmenten auch einige
Glomeruli mit anhangenden Reninzellen isoliert (Abb. 4.9). Zudem beinhalten die
mit der 6um-Bead-Methode isolierten Geféalifragmente auch bei unbehandelten
Tieren mehr Renin, da kleinere Beads sich naher am Glomerulus in den afferenten
Arteriolen festsetzen, wo mehr Reninzellen in der GefaBwand zu finden sind
(Johns et al., 1990; Machura et al., 2009).
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Zusammenfassend kann man folgern, dass sowohl bei unbehandelten, als auch bei
drei Wochen mit Niedrigsalz und Enalapril stimulierten adulten M&usen, die
Methode der Perfusion von 4,5um-Beads mit sich anschlieBender magnetischer
Isolation den besten Weg darstellt, um Reninzellen in grofler Menge und

maoglichst hohem Reinheitsgrad zu isolieren.

4.3.4. Schwierigkeiten bei der Beadperfusion adulter Mause

Im Zusammenhang mit den Ergebnisschwankungen, die wahrend der gesamten
Versuche mit Beadperfusion auftraten, sollten nicht nur gefaRspezifische
Unterschiede bedacht werden, die einer gewissen biologischen Varianz
unterliegen. Vielmehr sollten auch wechselhafte Bedingungen bei der
Durchfiihrung der Perfusion Beachtung finden, welche Einfluss auf das Ergebnis
nehmen konnen. Mit am wichtigsten sind wohl die Vitalfunktionen des unter
Narkose stehenden Versuchstieres. Stirbt das Tier noch vor Beginn der Perfusion,
wird das Ergebnis durch die einsetzende Koagulation in nicht unerheblichem
MaRe verfalscht. Wichtige Komplikationen stellen hierbei eine Uberdosierung der
Narkose oder ein Verbluten aufgrund verletzter GefélRe dar. Weitere wichtige
Faktoren stellen das Ausbinden eines Grofiteils des Korperkreislaufs und die
richtige Befestigung der Perfusionskanille in der Aorta dar, wie dies im
Methodenteil beschrieben wird. Des Weiteren konnte ein zu hoch eingestellter
Perfusionsfluss die groReren 6 bzw. 8um-Beads von der angedachten Stelle in der
afferenten Arteriole weiter bis ins Glomerulus spllen und so in &hnlichen
Ergebnissen wie bei der 4,5um-Beadperfusion resultieren.

Aufféllig ist, dass insbesondere die Versuche mit 8um-Beads einer recht geringen
Streuung unterliegen. Dies hé&ngt damit zusammen, dass mit dieser Methode
ausschlieBlich GefaRfragmente der afferenten Arteriolen isoliert werden, und nicht
wie bei den anderen Verfahren Glomeruli mit einer variierenden Anzahl von

anhangenden Anteilen der afferenten und efferenten Arteriolen.

4.3.5. Beadperfusion an Losartan stimulierten Mausen

Bei den Ergebnissen der mit Losartan behandelten juvenilen Tiere zeigt schon die
ermittelte Bezugsgrofle des Renin-GAPDH-mRNA-Verhaltnisses kompletter

Nieren eine extrem gesteigerte Reninexpression. Mit einem Mittelwert von 210
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zeichnete sich hier ein um den Faktor 64 hdoherer Reningehalt gegeniber
unbehandelten Mdusen ab. Wahrend ein Versuch mit 6um-Beads diesen mit
einem Wert von 256 nur leicht zu steigern vermochte, erbrachte ein weiterer
Ansatz mit 6um-Beads einen weit hoheren Wert von 765. Eine darlber hinaus,
weitaus bessere Aufreinigung mit einem Wert von 2677 liel} sich mit der 8um-
Bead-Methode erzielen (Abb. 3.17). Dieser erhohte Reinheitsgrad l&sst sich wohl

darauf begriinden, dass 8um-Beads zum Grofteil nur Gefalfragmente isolieren,

welche bei den juvenilen Losartan behandelten Mé&usen einen gesteigerten Anteil
an reninbildenden Zellen haben (Abb. 4.12).

Abb. 4.12: Immunhistochemie mit anti-Glattmuskelaktin (rot) und anti-Renin Antikérpern (griin)
bei einem mit 8um-Beads isoliertem GefalRfragment einer afferenten Arteriole einer mit Losartan
behandelten juvenilen Maus.

1: Mischbild aus Durchlicht und Immunfluoreszenz von Glattmuskelaktin (rot) und Renin (griin).
2: Immunfluoreszenz von Glattmuskelaktin. 3: Immunfluoreszenz von Renin.

Kleinere 6um-Beads dirften aufgrund ihrer GréRe auch gelegentlich in den
Glomerulus gelangen, und so zu einer gewissen Anzahl an Glomeruli im Isolat
fihren. Die so isolierten Glomeruli bringen eine nicht unbeachtliche Anzahl an
Fremdzellen in das Isolat ein, was sich wiederum negativ auf das Renin-GAPDH-
MRNA-Verhéltnis ausiibt. Die bei diesen Versuchen zusétzlich vermessenen
Reningehalte der Restldsungen, aus denen das Isolat stammte, spiegeln hier genau
das zu erwartende Bild wider: Mit ansteigendem Gehalt an Renin im lIsolat,
verringert sich in gleicher Weise der Reningehalt in der jeweiligen Restlosung
(Abb. 3.17). Diese Verringerung zeichnet sich in viel geringerem MaRe als die
Steigerung des Reningehaltes im Isolat ab, da die Zellzahl in der Restlésung um
ein Vielfaches hoher ist als im Isolat. Obwohl sich bei den Versuchen mit
juvenilen Losartan behandelten Mé&usen die besten und vielversprechendsten
Einzelergebnisse ergaben, konnten diese Versuche wegen den folgenden
erheblichen Schwierigkeiten nicht in aussagekraftiger Anzahl durchgefihrt
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werden. Weitreichende Probleme stellte die verkirzte Lebensdauer der ab dem
ersten Lebenstag mit Losartan behandelten Mé&use, von etwa 14 Tagen, dar. Dies
war auch dann der Fall, wenn die Injektionen von Losartan schon nach wenigen
Tagen wieder eingestellt wurden. Schon im Vorfeld des Ablebens machten sich
bei den Tieren ein Gewichtsverlust und VitalitatseinbuBen bemerkbar, sodass sich
eine Perfusion nach dem postpartalen Tag 12 sowohl aus Tierschutzgrinden, als
auch im Hinblick auf das Gelingen der Perfusion, ausschloss. Aufgrund der
geringen NierengréRen von Mé&usen um den postpartalen Tag 12 mussten zum
Erhalt einer addquaten Menge an Isolat nach der Magnetaufreinigung die Nieren
von zwei bis drei Méusen zusammengenommen werden. Da derart junge Tiere
nicht Gber die noch zu kleine Aorta abdominalis perfundiert werden kdnnen,
musste hier der Zugang zum Kreislaufsystem Uber die linke Herzkammer gewahlt
werden. Die Perfusion Uber das linke Herz zeigte, neben einer schweren
Durchfiihrbarkeit, auch extrem variierende Ergebnisse im Hinblick auf den
Fortschritt der Perfusion. Dies lieR sich rein anhand des makroskopischen Bildes
schon ablesen. Vielfach zeigten sich die Nieren unzureichend perfundiert, was
sich umso mehr bei Betrachtung der Schnittflache offenbarte. Somit war auch ein
Poolen von mehreren Nieren nicht von Vorteil. Ursdchlich dieser Probleme
konnte dieser Versuchsansatz nicht in entsprechendem Umfang zu den

Vorversuchen durchgefiihrt werden.

4.4. Ausblick

Die 4,5um-Bead-Methode stellt zwar bei unbehandelten adulten Mausen die beste
Methode zur Aufreinigung von Reninzellen dar, jedoch bringen die auf diese
Weise isolierten Glomeruli eine nicht auller acht zu lassende Anzahl von

unerwinschten Zellen mit ins Isolat (Abb. 4.13).

Abb. 4.13: Schema eines isolierten Glomerulus einer unbehandelten adulten Maus. Grin
dargestellt sind die erwiinschten Reninzellen. Schwarz dargestellt sind die mitisolierten
unerwiinschten Zellen (intraglomerulare Mesangiumzellen, Podozyten, GefaRzellen der
Glomeruluskapillaren/ afferenten und efferenten Arteriolen).
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Eine Isolation von Geféal3fragmenten mit einer Vielzahl rekrutierter Reninzellen in
der Media ware demnach sehr vielversprechend im Hinblick auf den
Reinheitsgrad, da das Verhdltnis von Zielzellen zu unerwinschten Zellen in
diesem Fall um ein Vielfaches hoher ware. Auf der einen Seite gehen bei dieser
Methode wéhrend der Isolation zwar die nah am Glomerulus gelegenen
Reninzellen verloren, doch auch die groRe Zahl der in den Kapillarschlingen der
Glomeruli enthaltenen Zellen gelangt hierbei nicht mit in das Isolat (Abb. 4.14).

Isoliertes
GefaBfragment

Abb. 4.14: Schema einer lIsolierung eines GefalRfragmentes einer afferenten Arteriole mit
erhohter Reninexpression (griin: erwiinschte Reninzellen; schwarz: mitisolierte unerwiinschte
Zellen wie intraglomeruldare Mesangiumzellen, Podozyten, GefdaRzellen der Glomeruluskapillaren;
braunlich: Beads).

Eine derartige Isolierung von Gefalifragmenten mit erhdhter Reninzellanzahl ware
etwa bei adulten ATi,- bzw. Aldosynthase-Knockout-Mdausen denkbar, welche
durch Deletion von Genen wichtiger Komponenten des RAAS eine sehr
ausgepragte Reninexpression entlang der afferenten Arteriolen zeigen. Dabei
wirden sich vor allem die gréfieren 6 und 8um-Beads anbieten, weil hier der zu
erwartende Fremdzellgehalt durch isolierte Glomeruli viel geringer ausfallt als
etwa bei kleineren 4,5um Beads.

Ein ganz anderes wichtiges Verfahren stellt die fluoreszenzbasierte Isolierung von
Zellen bei der Durchflusszytometrie dar. Uber die Einbringung eines
Fluoreszenzlabels in die reninbildenden Zellen sollen diese anhand von
Eigenfluoreszenz durch FAC-Sorting (=fluorescence activated cell sorting)
isoliert werden. Dieses FAC-Sorting reninbildender Zellen der Niere auf der Basis
transgener GFP-Expression wurde bislang von zwei amerikanischen

Arbeitsgruppen beschrieben (Morris, 2008; Pentz et al., 2008) und sollte daher
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4. Diskussion

prinzipiell auch funktionieren. Eine Zellsuspension ganzer Nieren einer ATi,-
Knockout-Maus, bei der zusatzlich das Gen fur GFP (= green fluorescent protein)
unter der Kontrolle des Reninpromotors stand, wurde von unserer Arbeitsgruppe
bereits einem FAC-Sorting zugeflhrt. Leider konnte das auf diese Weise
generierte Fluoreszenzsignal der reninbildenden Zellen nicht in erhofftem Malie
detektiert werden, um die Zielzellen eindeutig identifizieren und anschliel3end
auch isolieren zu konnen. Grund dafur kdnnte zum einen die geringfiigige
Eigenfluoreszenz  bestimmter Strukturen des Nierengewebes, wie etwa
Tubuluszellen, sein, welche des Ofteren auch bei Anregung des GFP in der
Fluoreszenzmikroskopie beobachtet werden konnte. Zum anderen durfte sich aber
auch der hohe Gehalt an Fremdzellen als negativ erwiesen haben, da
reninbildende Zellen nur einen geringen Anteil der Gesamtnierenzellpopulation
darstellen. Eine Kombination aus vorangehender Beadperfusion mit
Magnetisolierung und sich anschlieBendem FAC-Sorting konnte sich daher, durch
Minimierung des Fremdzellgehalts, als durchaus vorteilhaft erweisen. Aus diesem

Grund soll auch diese Strategie weiter verfolgt werden.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zur Isolierung von reninbildenden Zellen
der Niere zu entwickeln. Entgegen der Limitationen friiherer Verfahren sollten
Reninzellen in hoher Anzahl und mit mdoglichst hohem Reinheitsgrad isoliert
werden, um diese Zellen in weiterfihrenden Untersuchungen néher
charakterisieren zu kénnen.

Zunachst wurde das 1986 von Kurtz et al. etablierte Verfahren der JG-Zell-
Préparation herangezogen, welches sich in einen Verdau bis auf Einzelzellebene
und anschlieBende Erstellung eines Percoll-Dichtegradienten gliedert. Durch
Veranderung einiger wesentlicher Elemente des Protokolls wurde versucht, den
Gewebeverdau und damit die JG-Zell-Aufreinigung zu optimieren. Die
Elimination des zu aggressiven Enzyms Trypsin aus der Verdauldsung resultierte
in einem merklich hoheren Ertrag an reninbildenden Zellen. Eine dariber
hinausgehende Vorperfusion mit Verdaulésung bzw. eine Verklrzung der
Verdauzeit  ermdglichten  jedoch  keine  weitere  Verbesserung  der
Standardmethode.  Daruber  hinaus  veranschaulichte eine  zusétzliche
Durchfiihrung der Versuche an Tieren mit einem durch Losartan-Verabreichung
stimulierten RAAS sehr anschaulich, dass sich eine hohere Zahl von
reninbildenden Zellen im Ausgangsgewebe auch in einem deutlich groReren
Anteil dieser Zellen im Isolat wiederspiegelt.

Aufgrund der nicht allzu weitreichenden Verbesserungen nach Modifikation der
Standardmethode wurde daraufhin die Strategie der magnetischen Isolierung von
GefaRfragmenten der afferenten Nierenarteriolen nach Beadperfusion verfolgt.
Dabei wurde auf ein von Takemoto et al. 2002 publiziertes Verfahren zur
Isolierung von Glomeruli aufgebaut. Diese Methode sieht eine Perfusion mit
4,5um-Magnetbeads vor, welche sich in den Kapillarschlingen der Glomeruli
festsetzen und so deren magnetische Aufreinigung ermdglichen. Den derart
isolierten Glomeruli hdngen zum groRen Teil auch Geféallabschnitte der afferenten
Arteriolen an. Da die reninbildenden Zellen an der Eintrittspforte zum Glomerulus
in der Lamina Media der afferenten Arteriolen lokalisiert sind, stand die
Isolierung dieser GefaRe im Focus der Aufreinigungsstrategie. Die Verwendung
groRerer Beads von 6 bzw. 8um Durchmesser sollte deren Festsetzung in den
afferenten Arteriolen und somit deren Isolierung bedingen. Bezogen auf die
vorherrschende Renin-mRNA-Abundanz in  Gesamtnieren unbehandelter

Wildtypmause, lieR sich bei den drei verwendeten BeadgroRen mit den 4,5um-
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Beads der beste Reinheitsgrad erzielen. Diese Isolate zeigten im Vergleich zu
Gesamtnieren eine vierfach hohere Renin-mRNA-Abundanz, was sich auf eine
Anreicherung der reninbildenden Zellen im Isolat zurtickfihren lief3.

Um die Ausbeute von reninbildenden Zellen im Isolat noch weiter zu erhdhen,
wurden in weiterfiihrenden Versuchen Mause verwendet, welche fiir drei Wochen
mit einer Niedrigsalzdiat in Kombination mit dem ACE-Hemmer Enalapril (LS-
Ena) behandelt wurden. Durch Stimulation des RAAS werden bei diesen Tieren
retrograd entlang der afferenten Arteriolen zusatzliche Zellen zur Reninsynthese
rekrutiert. Da eine Isolierung von Gefalifragmenten mit derart hoher Reninzell-
Anzahl vorteilhaft schien, wurden diese stimulierten Tiere in entsprechender
Weise mit den drei verschiedenen BeadgréRRen perfundiert. Auch hierbei lieB sich
mit den 4,5um-Beads die beste Aufreinigung erzielen, wobei sich der
Reinheitsgrad im Vergleich zu Gesamtnieren unbehandelter Mduse um das
hundertfache steigern lieB. Wahrend sich bei den LS-Ena-Mé&usen mit den
groeren 6 bzw. 8um-Beads keine weitere Anreicherung erzielen lie3, schien
deren Perfusion bei Einzelversuchen mit Losartan behandelten Tieren durchaus
von Vorteil zu sein. Im Rahmen dieser Arbeit limitierte die auf etwa zwei Wochen
verkurzte Lebensspanne Losartan behandelter Tiere jedoch eine Durchfiihrung der
Versuche in addaquater Anzahl. Eine Weiterfhrung der Arbeit mit Tieren, wie
etwa Aldosteronsynthase-Knockout-Mé&usen, die eine vergleichbar hohe

Reninexpression zeigen, scheint daher vielversprechend.
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The aim of this work was to develop a method for the isolation of renin-producing cells of
the kidney. In opposition to the limitations of former procedures, renin-cells should be
isolated in high number and with a purity-degree as high as possible in order to be able to
characterize these cells more clearly in resuming investigations.

First the 1986 of Kurtz et al. established procedure of the JG-cell-preparation was
consulted, which is grouped in a digestion up to single cell level and the following
formation of a Percoll density gradient. By variation of some substantial elements of the
protocol it was aimed to optimize tissue digestion and thus the purification of JG-cells. The
elimination of the too aggressive enzyme trypsin from the digesting-solution resulted in a
markedly higher yield of renin-producing cells. Beyond that, a preperfusion of digesting-
solution and respectively a shortening of the digesting time, however, did not result in a
further improvement of the standard method. Further on additional examinations on
animals with a stimulated RAAS through Losartan application showed quite descriptive
that a higher number of renin-producing cells in the initial tissue is also reflected by a
clearly larger portion of these cells in the isolate.

Thereupon, due to the not too extensive improvements after modification of the standard
method, the strategy of bead-perfusion followed by the magnetic isolation of vessel-
fragments of the afferent kidney arterioles was pursued. The ongoing work based on the
procedure for the isolation of Glomeruli published 2003 by Takemoto et al.. This method
plans a perfusion with 4,5 um magnetic beads, which settle in the capillary loops of the
Glomeruli and enable their magnetic purification. Glomeruli isolated by this method are to
a large extent attached to vessel sections of the afferent arterioles. Since the renin-
producing cells are located in the lamina media of the afferent arterioles at the entrance to
the glomerulus, the isolation of these vessels was in the focus of the purifying-strategy.
The use of larger beads of 6 or 8um diameter should cause their settling in the afferent
arterioles and thus their isolation. Related to the predominating Renin mRNA abundance in
total kidneys of untreated mice, the 4,5 um beads obtained the best degree of purity within
the three different sizes of beads used. Those isolates showed a fourfold higher renin
mMRNA abundance compared to total Kidneys. This effect could be attributed to an
enrichment of the renin-producing cells in the isolate.

In order to further increase the yield of renin-producing cells in the isolate, mice, which
were treated with a low-salt diet in combination with the ACE inhibitor Enalapril (LS-Ena)
for three weeks, were used in resuming attempts. By stimulation of the RAAS additional

cells are recruited for renin synthesis along the afferent arterioles of these animals in a
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retrograde manner. Since an isolation of vessel fragments with such a high renin cell
number seemed favorable, these stimulated animals were perfused in the appropriate way
with the three different sizes of beads. Again, the best purification could be obtained with
the 4,5um-beads, at which the degree of purity was hundredfold increased compared to
total kidneys of untreated mice. While no further enrichment could be gained with the LS-
Ena-mice by using the larger 6 or 8um-beads, their perfusion seemed to be quite beneficial
throughout single attempts with Losartan treated animals. However, in the context of this
work the shortened life-span of Losartan treated animals of approximately two weeks,
however limited the carrying out of the attempts in adequate number. A continuation of the
work with animals such as aldosteronsynthase knockout mice, which show a comparably

high renin expression, seems advantageous.
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8.1. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1.1: Schema des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems.

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Vaskularisation der Niere (nach Kdénig
und Liebich, 2005).

Abb. 1.3: 3D-Rekonstruktion des Reninexpressionsmusters (griin) am ppl a) im
arteriellen GeféaRsystem (rot); b) in einer isolierten A. arcuata (rot) mit Glomeruli

(gelb).

Abb. 1.4: Schematischer Aufbau des Nierenkorperchens nach Michat
Komorniczak (2009).

Abb. 1.5: D-Rekonstruktion einer juxtaglomeruléren Zelle nach Kurtz et al.; grin:
Renin in vesikuldren Srukturen, gelb: Zellkern. Bar=100nm. (Freundlicher Weise
zur Verfiigung gestellt von Katharina Machura, Institut fir Physiologie der Uni
Regensburg).

Abb. 1.6: Rekonstruktion ganzer Mausnieren wahrend der Entwicklung mit den
immunoreaktiven Bereichen fur o -Glattmuskelaktin (rot) und Renin (grun). Bar =
300um flr Embryonalstadien (a-h) und 500um fir postnatale Stadien (i-0). (a)
Tag E13, (b) Tag E14, (c) Tag E15, (d) fruher Tag E16, (e) spater Tag E16, (f)
friher Tag E17, (g) spater Tag E17, (h) Tag E18, (i) postnataler Tag 1 (ppl), (k)
pp3, (1) pp5, (M) pp7, (n) ppl0 und (o) (adult) Tag 90 (Sauter et al., 2008).

Abb. 1.7: 3D-Rekonstruktion der Renin (grin) und der Glattmuskelaktin (rot)
Immun-reaktivitdt in einem isolierten arcuaten Seitenast einer adulten
Wildtypmaus. Bar=100um. (Freundlicher Weise zur Verfligung gestellt von
Katharina Machura, Institut fur Physiologie der Uni Regensburg).

Abb. 1.8: 3D-Rekonstruktion der Renin (grin) und der Glattmuskelaktin (rot)
Immun-reaktivitdt in einem isolierten arcuaten Seitenast einer adulten
Wildtypmaus nach dreiwochiger Stimulation mit einer Niedrigsalzdiat und
Enalapril. Bar=100um. (Freundlicher Weise zur Verfligung gestellt von Katharina
Machura, Institut fiir Physiologie der Uni Regensburg).

Abb. 1.9: 3D-Rekonstruktion der Renin (grin) und der Glattmuskelaktin (rot)
Immun-reaktivitat in einem isolierten arcuaten Seitenast einer adulten ATi.-
Rezeptor-Knockout-Maus. Bar=100um. (Freundlicher Weise zur Verfligung
gestellt von Katharina Machura, Institut fur Physiologie der Uni Regensburg).

Abb. 2.1: Bestlickung einer 96-Wellplatte mit Zellen in Medium.

Abb. 2.2: Schema der Uberfiihrung der Zellen aus der 96-Well-Platte in ein
RNeasy Mini Spin Column.

Abb. 2.3: Einfullen der Zellen in RNeasy Mini Spin Columns.
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Abb. 2.5: Schema der Perfusion Uber die Aorta abdominalis bei adulten Mausen;
grin: Ligatur um Vena cava caudalis und Aorta abdominalis unmittelbar kaudal
der Arteria mesenterica cranialis.

Abb. 2.6: Perfusion einer adulten Maus Uber die Aorta abdominalis.

Abb.  2.7: Schema  der  Magnetseparation.  A: Loésung  mit
Nierengewebsfragmenten nach Verdau und 100um-Siebeschritt; B: 7min
Magnetseparation, perfundierte Anteile werden durch den Magneten an den Rand
des Gefélles gezogen und in Position gehalten; C: magnetfernes Einfiihren der
Pipette zur Entfernung der Losung und nicht vom Magneten erfasster
Nierengewebsanteile.

Abb. 2.8 : Isolierte Mausglomeruli nach Perfusion mit 4,5um-Dynabeads
(Takemoto et al. 2003).

Abb. 2.9: Elktronenmikroskopische Aufnahme eines isolierten Glomerulus.
GBM: Glomeruldre Basalmembran, CIl: Kapillarlumen, Po: Podocyten-
FulRfortsatze (Takemoto et al., 2002).

Abb. 3.1: Verhaltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwerte dreier Ansétze
exakt nach der JG-Zell-Praparation von Kurtz et al. (1986) an unbehandelten
adulten Mé&usen. Verdaulosung mit 0,15% Collagenase A (1,5mg/ml) und 0,25%
Trypsin (2,2mg/ml). * = signifikant p <0,05.

Abb. 3.2: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwert zweier Ansétze
exakt nach der JG-Zell-Préparation von Kurtz et al. (1986) an 12 Tage alten, mit
Losartan behandelten, Mé&usen.  Verdaulésung mit 0,15% Collagenase A
(1,5mg/ml) und 0,25% Trypsin (2,1mg/ml). * = signifikant p<0.05.

Abb. 3.3: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwert zweier Nieren
einer unbehandelten adulten Maus nach JG-Zell-Praparation mit 0,15%
Collagenase A im Vergleich zur Kontrolle des Standardprotokolls.

Abb. 3.4: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwert zweier Nieren
einer unbehandelten adulten Maus nach JG-Zell-Praparation mit 0,25%
Collagenase A im Vergleich zur Kontrolle des Standardprotokolls.

Abb. 3.5: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwert zweier Nieren
einer 12 Tage alten mit Losartan stimulierten Maus nach der JG-Zell-Préparation
mit 0,25% Collagenase A in der Verdaulosung. Vergleich zur Kontrolle
entsprechender Tiere nach dem Standardprotokoll.

Abb. 3.6: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Versuchsansatz nach der
JG-Zell-Praparation mit vorangehender Perfusion von Verdaulosung bei einer
adulten unbehandelten Maus (grin). Die Verdauldsung enthalt 0,15% Collagenase
A. Aufgefihrte Vergleichswerte: entsprechender Versuch ohne Vorperfusion
(hellblau) und Standardprotokoll bei unbehandelten adulten Mé&usen (rot).

Abb. 3.7: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Versuch mit 45min Verdau
in 0,05% Collagenase A, bei zwei Nieren einer adulten unbehandelten Maus (lila)
und zwei Nieren einer 12 Tage alten mit Losartan behandelten Maus (gelb). Zum
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Vergleich aufgefihrt sind Werte nach dem Standardprotokoll (Std.) bei
entsprechend unbehandelten adulten (rot) bzw. behandelten 12 Tage alten Mausen

(gran).

Abb. 3.8: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Versuch mit 45min Verdau
in 0,15% Collagenase A, bei zwei Nieren einer adulten unbehandelten Maus (lila)
und zwei Nieren einer 12 Tage alten mit Losartan behandelten Maus (gelb). Zum
Vergleich aufgefihrt sind Werte nach dem Standardprotokoll (Std.) bei
entsprechend unbehandelten adulten (rot) bzw. behandelten 12 Tage alten Mausen

(gran).

Abb. 3.9: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Versuch mit 45min Verdau
in 0,25% Collagenase A, bei zwei Nieren einer adulten unbehandelten Maus
(=WT) (lila) und zwei Nieren einer 12 Tage alten mit Losartan behandelten Maus
(ppl2 Los) (gelb). Zum Vergleich aufgefihrt sind Werte nach dem
Standardprotokoll (Std.) bei entsprechend unbehandelten adulten (rot) bzw.
behandelten 12 Tage alten Mausen (grin).

Abb. 3.10: Immunhistochemie mit anti-a-Aktin (rot) und anti-Renin (grin) bei
einem mit 4,5um-Beads isolierten Glomerulus mit anh&ngender afferenter
Arteriole einer unbehandelten adulten Maus. 1: Mischbild aus Durchlicht und
Immunfluoreszenz von a-Aktin (rot) und Renin (grin). 2: Immunfluoreszenz von
a-Aktin. 3: Immunfluoreszenz von Renin.

Abb. 3.11: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwert nach Perfusion
von 4,5um-Beads und Magnetisolierung bei sechs adulten unbehandelten
Wildtypméusen (WT) im Vergleich zu kompletten Nieren dreier entsprechender
Tiere. * =signifikant p <0,05.

Abb. 3.12: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwert nach Perfusion
von 6um-Beads und Magnetisolierung bei funf adulten unbehandelten
Wildtypméausen (WT) im Vergleich zu kompletten Nieren dreier entsprechender
Tiere. n.s. = nicht signifikant mit p = 0,059.

Abb. 3.13: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwert nach Perfusion
von 8um-Beads und Magnetisolierung bei funf adulten unbehandelten
Wildtypméausen (WT) im Vergleich zu kompletten Nieren dreier entsprechender
Tiere. * = signifikant p < 0,05.

Abb. 3.14: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwert nach Perfusion
von 4,5um-Beads und Magnetisolierung bei finf adulten, drei Wochen mit
Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten (LS Ena), Mausen, im Vergleich zu den
Referenzwerten von kompletten Nieren entsprechend mit LS Ena behandelter und
unbehandelter Tiere. n.s. = nicht signifikant p > 0,05.

Abb. 3.15: Verhdltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwert nach Perfusion
von 6um-Beads und Magnetisolierung bei finf adulten, drei Wochen mit
Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten (LS Ena), Mdusen, im Vergleich zu den
Referenzwerten von kompletten Nieren entsprechend mit LS Ena behandelter und
unbehandelter Tiere. * = signifikant p < 0,05. n.s. = nicht signifikant p > 0,05.
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Abb. 3.16: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA. Mittelwert nach Perfusion
von 8um-Beads und Magnetisolierung bei finf adulten, drei Wochen mit
Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten (LS Ena), Mausen, im Vergleich zu den
Referenzwerten von kompletten Nieren entsprechend mit LS Ena behandelter und
unbehandelter Tiere. * = signifikant p < 0,05.

Abb. 3.17: Verhdltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA nach Perfusion von 6um-
bzw. 8um-Beads und Magnetisolierung bei drei 12 Tage alten, mit Losartan
behandelten, Mdusen. Auf den jeweiligen Wert folgt eine Auswertung des
restlichen Nierengewebes nach der Magnetisolierung (Rest). Im Vergleich dazu
sind Mittelwerte dreier kompletter Nieren unbehandelter adulter Mduse (WT
unbeh.) und dreier kompletter Nieren von Losartan behandelten Mausen im Alter
von 12 Tagen (ppl2 Los) aufgefiihrt.

Abb. 3.18: Verhéltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA nach Perfusion von 6um-
Beads, Magnetisolierung und 44h Zellkultur bei drei adulten unbehandelten
Mausen.* = signifikant p < 0,05.

Abb. 3.19: Verhdltnis Renin-mRNA/GAPDH-mRNA nach Perfusion von 8um-
Beads, Magnetisolierung und 44h Zellkultur bei drei adulten unbehandelten
Mausen. * = signifikant p < 0,05. n.s. = nicht signifikant p > 0,05.

Abb. 4.1: Schichtung des Percollgradienten nach Zentrifugation im Sorvallbecher
bei der Durchfiihrung der JG-Zell-Préparation nach Kurtz et al..

Abb. 4.2: Schema der 6um-Beadperfusion eines Glomerulus einer unbehandelten
adulten Maus. Das Isolat zeigt hier Uberwiegend Glomeruli mit zum Teil noch
anhaftenden afferenten / efferenten Arteriolen.

Abb. 4.3: Schema der 6um-Beadperfusion eines Glomerulus einer unbehandelten
adulten Maus. Das Isolat zeigt hier neben isolierten Gefalifragmenten der
afferenten Arteriolen auch einige Glomeruli.

Abb. 4.4: Schema der 8um-Beadperfusion eines Glomerulus einer unbehandelten
adulten Maus. Das Isolat besteht hier nur aus GefalRfragmenten. Nur wenige der
isolierten Fragmente besitzen glomerulusnahe GeféaRRanteile mit Reninzellen.

Abb. 4.5: Schema der 4,5um-Beadperfusion eines Glomerulus einer drei Wochen
mit Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten adulten Maus. Das Isolat zeigt hier
uberwiegend Glomeruli mit zum Teil noch anhaftenden afferenten / efferenten
Arteriolen.

Abb. 4.6: Schema der 6pum-Beadperfusion eines Glomerulus einer drei Wochen
mit Niedrigsalzdidt und Enalapril behandelten adulten Maus. Neben einigen
Glomeruli zeigt das Isolat viele Gefalifragmente der afferenten Arteriolen.

Abb. 4.7: Schema der 8um-Beadperfusion eines Glomerulus einer drei Wochen
mit Niedrigsalzdiat und Enalapril behandelten adulten Maus. Im Isolat befinden
sich Uberwiegend nur GefalRfragmente der afferenten Arteriolen.
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Abb. 4.8: Schema eines isolierten Glomerulus einer unbehandelten adulten Maus.
Grin dargestellt sind die erwiinschten Reninzellen. Schwarz dargestellt sind die
mitisolierten  unerwiinschten  Zellen  (intraglomeruldre  Mesangiumzellen,
Podozyten, Gefélizellen der Glomeruluskapillaren).

Abb. 4.9: : Schema einer Isolierung eines GefalRfragmentes einer afferenten
Arteriole mit erhdhter Reninexpression (grun: erwinschte Reninzellen; schwarz:
mitisolierte unerwinschte Zellen wie intraglomeruldre Mesangiumzellen,
Podozyten, Gefélizellen der Glomeruluskapillaren; bréunlich: Beads).
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8.2. Abkurzungsverzeichnis

Chemische und biologische GréfRen und Einheiten

bp Basenpaare

I.E. internationale Einheit

M molar

pH pH-Wert (pondus Hydrogenii)
U enzymatische Einheit (Unit)

Physikalische Groéfien und Einheiten

°C Grad Celsius

g Erdbeschleunigung (gravity)
g Gramm

h Stunde(n)

I Liter

min Minute(n)

rpm revolutions per minute

S Sekunde(n)

\ Volumen

Dezimale Vielfache und Teile von Einheiten

K kilo (1x10°)
m milli (1x107)
n micro (1x10°°)
n nano (1x10°)
p pico (1x10™)
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Sonstige

3D dreidimensional

% Prozent

aSMA o smooth muscle actin

A. Acrteria(e)

Abb. Abbildung

ACE Angiotensin-converting Enzyme
ANGI Angiotensin |

ANGII Angiotensin 11

ATl Angiotensin Il1-Rezeptor Typ 1
AT2 Angiotensin Il1-Rezeptor Typ 2
ATP Adenosintriphosphat

BSA bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

Ca Calcium

CAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
cDNA copy desoxyribonucleic acid
cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat
Cy2 Carbocyanin

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsaure

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxyribonukleosidtriphophat
E embryonaler Tag

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

et al. und andere (et alii)
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EtOH Ethanol

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat- dehydrogenase
H,O bidest. zweifach entionisiertes Wasser
H,0, Wasserstoffperoxid

HS Pferdeserum (horse serum)

Ig Immunglobulin

1.p. intra peritoneal

IP3 Inositol-1,4,5-trisphospat

JGA juxtaglomerulérer Apparat
JGE- juxtaglomeruldre

Zelle Epitheloidzelle

KCI Kaliumchlorid

K2HPO4 di-Kaliumhydrogenphosphat
KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat
LS-Ena- 3 Wochen mit Lowsalt und Enalapril behandelte
Maus Maus

MD Macula densa

MRNA messenger ribonucleic acid

N> Stickstoff

Na Natrium

NaCl Natriumchlorid

Na2HPO di-Natriumhydrogenphosphat
PBS phosphate buffered saline
PCR Polymerasekettenreaktion
PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

pp postpartal
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ppl2 Los 12 Tage alte mit Losartan behandelte Maus
Maus

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase

SEM Standardfehler des Mittelwerts

TRIS Tris-(hxdroxy-methyl-)amino-methan
TRITC Tetramethylrhodamin

unbeh. unbehandelt

UN uber Nacht

V. Vena(e)

vgl. vergleiche

z.B. zum Beispiel
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