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1. Einleitung und Fragestellung 1

1 Einleitung und Fragestellung

Herzkreislauferkrankungen stellen die hdufigste Todesursache in den westlichen Industrie-
nationen dar. Einer der héufigsten und wichtigsten Risikofaktoren fiir Herzkreislauf-
erkrankungen aller Art ist ein zu hoher Blutdruck, die Hypertonie. Der Organismus muss,
wenn er iiberleben will, in der Lage sein, den Blutdruck sowie den Elektrolyt- und
Wasserhaushalt zu kontrollieren, einen Ausgleich zwischen dem Verlust von Wasser und
Elektrolyten und deren Aufnahme zu schaffen, und somit Volumen und Osmolaritit des
Extrazellulirraumes konstant zu halten. Wichtig ist dabei auch, dass bei der notwendigen
Ausscheidung von Stoffwechselprodukten der Wasserverlust nicht zu grof3 bzw. ausgeglichen
wird.

Eine entscheidende Bedeutung bei der Aufrechterhaltung des Volumens, der Elektrolyte und
des Blutdrucks kommt dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) zu, einem
System, dessen entscheidender Schritt die Reninsekretion aus der Niere darstellt. Ein
besseres Verstindnis des Mechanismus der Reninsekretion konnte einen Eingriff in dieses
System bereits auf Ebene des Renins erlauben. Dann wiirden innerhalb des RAAS, neben den
AT,-Blockern (Blocker des ANG II AT,-Rezeptors) und ACE-Hemmern (Inhibitoren des
Angiotensin-Converting-Enzyms), weitere Therapeutika zur Blutdruckregulation und somit
zur Vorbeugung der aus einer Hypertonie folgenden Herzkreislauferkrankungen zur
Verfiigung stehen. Im Folgenden soll das RAAS und insbesondere die komplexe Regulation

und Modulation der Reninsekretion genauer erldutert werden.

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

Das RAAS (Abb.1.1) spielt neben dem Sympathikus eine zentrale Rolle bei der Regulation
von Blutdruck sowie Wasser- und Elektrolythaushalt (Hackenthal, 2001). Das RAAS wird
vor allem aktiviert durch Blutdruckabfall, Abnahme des Plasmavolumens und Salzentzug.
Eine Aktivierung des RAAS hat eine Zunahme des arteriellen Blutdrucks, des Herzminuten-
volumens und der kardialen Vor- und Nachlast zur Folge.

Die aktive Form der Aspartylprotease Renin ist ein Glykoprotein aus 340 Aminosduren mit
einem Molekulargewicht von 37 - 40 kDa. Es wird synthetisiert als Praprorenin, bestehend
aus 406 Aminosduren, das in das inaktive Prorenin umgewandelt wird. Prorenin wird durch

Abspaltung von 43 Aminosduren am N-terminalen Ende in die aktive Form der Protease
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iiberfiihrt. Renin spaltet mit hoher Substratspezifitit von seinem einzigen bekannten Substrat,
dem in der Leber gebildeten Glycoprotein Angiotensinogen, das Dekapeptid Angiotensin I
(ANG ) ab, aus dem dann durch weitere Abspaltung eines Dipeptids mit Hilfe der Protease
ACE das hochaktive Oktapeptid Angiotensin II (ANG II) entsteht. In dieser Kette ist die
durch Renin katalysierte Bildung von ANG I der geschwindigkeitsbestimmende Schritt, was
auf die zentrale Rolle des Renins hinweist.

Im RAAS ist ANG II das wichtigste Effektorpeptid. Es wirkt vasokonstriktorisch durch
direkte Kontraktion der glatten GefaBmuskulatur und erhoht die Aktivitdt des Sympathikus
sowie die Na'-Riickresorption in den Nierentubuli. Die Vasokonstriktion kann Ca**-abhingig
tiber ein G-Protein der G;;,-Familie (Phospholipase C (PLC)-Aktivierung) und Ca*"-unab-
héngig iiber ein G-Protein der G,,,;;-Familie via Rho und Rho-Kinasen erfolgen (Oberdisse,
2001). Ferner inhibiert ANG II die Reninsekretion, d. h. es gibt einen negativen Feed-Back-
Mechanismus, und es stimuliert die Synthese und Freisetzung von Aldosteron aus der
Nebennierenrinde.

Aldosteron, ein Mineralokortikoid, fiihrt letztendlich zur Erhhung der Na'- und Wasserriick-
resorption im distalen Nierentubulus; dies fiihrt zur Zunahme des extrazelluldren

Fliissigkeitsvolumens und zu einer kompensatorischen K™-Ausscheidung.

1.2 Der juxtaglomerulire Apparat: Lokalisation und Synthese von Renin
Das morphologische und funktionelle Basiselement der Niere ist das Nephron. Von diesen
Einheiten enthilt jede menschliche Niere etwa 1-1,2 Millionen. Das Nephron besteht aus dem
Glomerulum (Nierenkorperchen) und dem sich anschlieBenden Tubulusapparat, der sich
aufgliedert in den proximalen Tubulus, die Henle sche Schleife und den distalen Tubulus,
welcher dann in ein Sammelrohr miindet. Die Blutversorgung erfolgt durch die Arteria
renalis, die aus der Aorta entstammt und sich nach ihrem Eintritt in die Niere in die Arteriae
interlobares, daraus in die Arteriae arcuatae und schlieflich in die Arteriae interlobulares
verzweigt. Aus dieser entspringen schlieBlich die afferenten Arteriolen (Vasa afferentia), die
die einzelnen Nierenkorperchen versorgen, ein Kapillarnetz bilden und sich anschlieBend
wieder in den efferenten Arteriolen vereinigen.

Die Reninsynthese findet hauptsichlich in den juxtaglomeruldren (reninsezernierenden)

Zellen statt, die metaplastisch umgewandelte glatte Muskelzellen (Abb.1.2) darstellen und
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Tubulus

GMZ

Abb. 1.2 Schematischer Querschnitt durch ein Glomerulum und den juxtaglomerularen Apparat

Die granulierten reninsezernierenden Zellen (RSZ) sind in der Media der afferenten Arteriole (aA)
lokalisiert. Innen benachbart liegen glatte Muskelzellen (GMZ), extraglomerulare Mesangiumzellen
(EMZ) sowie die Macula Densa Zellen (MD), welche am vaskularen Pol zwischen afferenter und
efferenter Arteriole (eA) lokalisiert sind (nach Kriz, 1998).
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die zum groBten Teil in der Media der afferenten Arteriole, in geringem Malle auch in der
efferenten Arteriole lokalisiert sind. Die Anzahl der postglomeruldren reninsezernierenden
Zellen ist jedoch klein (Taugner et al., 1982; Hackenthal et al., 1990). Die afferenten
Arteriolen sind aus der Tunica intima (Endothelzellschicht + Elastinschicht), der
einschichtigen Tunica media und der Tunica adventitia aufgebaut. Aufgrund der dort
anzutreffenden Zellen konnen sie in einen proximalen und einen distalen Teil unterteilt
werden. Im proximalen Abschnitt sind es ausschlieSlich glatte Muskelzellen, welche die
Media bilden. Sie umgeben ringformig den innenliegenden Endothelschlauch. Im distalen
Abschnitt hingegen findet man neben den glatten Muskelzellen die reninsezernierenden
Zellen, die in mehreren Lagen libereinander angeordnet sein kdnnen (Gattone et al., 1984).
Den grofiten Teil reninsezernierender Zellen findet man am Pol der afferenten Arteriole nahe
dem Eintritt in das Glomerulum, 10 - 40 pm proximal lokalisiert. In einigen afferenten
Arteriolen sind sie jedoch auch weiter proximal, bis zu 100 pum vom Glomerulum entfernt
nachweisbar (Biihrle et al., 1984; Rauch, 2000), in anderen befinden sich gar keine
reninsezernierenden Zellen.

Beziiglich der Lidnge des reninpositiven Bereiches der Arteriolen gibt es nicht nur
Unterschiede zwischen Tieren verschiedener Arten oder Tieren einer Art, sondern auch
zwischen den afferenten Arteriolen eines Tieres (Taugner et al., 1982; Biihrle et al., 1984).
Ebenfalls ist in einer afferenten Arteriole die Lénge des reninpositiven Bereiches nicht
konstant, sie kann sich an unterschiedliche physiologische Bedingungen neu anpassen. So
verursacht eine salzarme Didt, dass auch weiter proximal gelegene glatte Muskelzellen in
reninsezernierende Zellen umgewandelt werden (metaplastische Transformation, Cantin et
al., 1977). Umgekehrt kann es aber auch zu einer Riickumwandlung von reninsezernierenden
Zellen in glatte Muskelzellen kommen (metaplastische Retransformation, Hackenthal et al.,
1990). Diese Moglichkeit der Transformation und Retransformation entsprechend den
physiologischen Anforderungen bedeutet letztendlich, dass es zu jeder Zeit Zellen im Wandel
gibt, so genannte intermedidre (teilweise umgewandelte) Zellen, die beziiglich ihrer
Morphologie und Funktion zwischen glatten Muskelzellen und reninsezernierenden Zellen
anzusiedeln sind (Hackenthal et al., 1990). Auch diese intermediédren Zellen sind ringférmig
um den Endothelschlauch angeordnet, besitzen Myofilamente und zusétzliche Reningranula.

Die reninsezernierenden Zellen selbst sind relativ plumpe Zellen, die mit vielen Fortsétzen
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versehen sind, kaum Myofilamente aufweisen und im Cytoplasma sehr viele Reningranula
eingelagert haben (Hackenthal et al., 1990). Diese Reningranula, in denen das Renin
gespeichert ist und aus denen es freigesetzt wird, sind wahrscheinlich lysosomaler Natur
(Taugner und Hackenthal, 1989). Die unter 1.1 erwdhnte Aktivierung von Prorenin zu Renin
kann in vitro durch die Cathepsine B und D, lysosomale Enzyme, bei einem sauren pH-Wert
katalysiert werden. Dieser saure pH-Wert (pH 5.5) herrscht auch in den Reningranula
(Takahashi et al., 1982; Ubersichten: Taugner und Hackenthal, 1989; Hackenthal et al.,
1990). Cathepsin B und D sind in den Reningranula vorhanden (Taugner et al., 1985).

Speziell Cathepsin B wird als Hauptkandidat fiir die Aktivierung von Renin angesehen.

1.3  Regulation der Reninsekretion
Wichtig in der Kontrolle der Reninsekretion ist der juxtaglomeruldre Apparat, an dem
spezialisierte Tubuluszellen der Macula Densa in engem Kontakt mit der afferenten Arteriole
des zugehorigen Glomerulums stehen. Zwischen Macula Densa und vaskuldrem Pol liegt das
extraglomeruldre Mesangium (EGM) (Abb. 1.2). Die reninsezernierenden Zellen sind mit
glatten Muskelzellen, Endothelzellen und extraglomeruldren Mesangiumzellen iiber gap
junctions verbunden (Forssman und Taugner, 1977, zitiert in Lorenz et al., 1993; Taugner et
al., 1984). Einen weiteren Beweis fiir die Verbindung zwischen Endothelzellen und glatten
Muskelzellen iiber gap junctions lieferten Schuster et al. (2001).
Die physiologischen Mechanismen, die fiir die Kontrolle der Reninsekretion verantwortlich
sind, lassen sich in drei Ebenen untergliedern, die physiologische bzw. den
Gesamtorganismus betreffende Ebene, die Ebene der Botenstoffe und Mediatoren und die auf
zellulirer Ebene wirksamen Faktoren, wobei die Ubergiinge zwischen der zweiten und dritten
Ebene fliessend sind (Ubersichten: Osswald und Quast, 1995; Kurtz, 1989; Hackenthal et al.,
1990).
Auf der ersten, der physiologischen Ebene, die den Gesamtorganismus betrachtet, gibt es
wieder eine Unterteilung in drei wichtige Mechanismen:

- die renale sympathische Innervierung

- den Barorezeptormechanismus

- den Macula Densa-Mechanismus

In der darunter liegenden Ebene spielen folgende Botenstoffe und Mediatoren eine wichtige
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Rolle:

- Angiotensin II

- Adenosin

-NO

- Arachidonsédure und ihre Metabolite
In der untersten Ebene lassen sich Faktoren zusammenfassen, die auf zelluldrer Ebene
wirken:

- Ca*

- Membranpotential

- cAMP

- cGMP

- Osmolaritét

-pH
Im folgenden werden die drei Ebenen genauer beschrieben, wobei mit der letzten Ebene
begonnen wird, da die in der Rangfolge weiter oben angesiedelten Mechanismen auf diese

zelluldren Faktoren zuriickgehen.

1.3.1 Die Reninsekretion auf zelluliirer Ebene beeinflussende Faktoren
1.3.1.1 Calcium
Wie unter 1.2 beschrieben, stellen reninsezernierende Zellen umgewandelte glatte
Muskelzellen dar. Aufgrund der Tatsache, dass die Ca’’-Regulationsmechanismen in
reninsezernierenden Zellen noch nicht vollstindig bekannt sind, werden im ersten Abschnitt
(A) die Ca**-Regulationsmechanismen in glatten Muskelzellen beschrieben. Im Abschnitt B
wird der Zusammenhang zwischen der intrazelluldren Calciumkonzentration ([Ca**],) und der
Reninsekretion dargestellt.
A: Elemente der Ca**-Homdostase in glatten Muskelzellen
Auch hier kann wieder eine Unterteilung der Regulationsmechanismen in verschiedene
Faktoren vorgenommen werden:

(a) Ca**-Einstrom in die Zelle durch verschiedene Arten von Kanilen

(b) Ca**-Pumpen und Transporter

(c) Ca**-Speicher
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Abb.1.3 Signaltransduktion in reninsezernierenden Zellen

AC Adenylatcyclase, ADO Adenosin, A, Adenosin A,-Rezeptor, ANG Il Angiotensin Il, AT,
Angiotensin AT,-Rezeptor, B1 B,-Adrenozeptor, SOCCs store operated Ca** channels, L-Typ
Ca?*-Kanal, PLC Phospholipase C, G, inhibitorisches G-Protein, G, G-Protein, das PLC aktiviert.
Uber Bindung an den G-Protein-gekoppelten AT,-Rezeptor filhrt ANG Il zur Bildung von IP, (Inositol-
1,4,5-triphosphat), welches Ca®" aus intrazelluldren Ca®'-Speichern (Ca*'-Stores) freisetzt. Das
Entleeren dieser Speicher bewirkt eine Aktivierung der SOCCs. Diese Vorgange flihren zu einer
Erhéhung von [Ca?], die die Reninsekretion hemmit.

ADO hat Uber den ADO A,-Rezeptor ebenfalls eine hemmende Wirkung auf die Reninsekretion.
Aktivierung des Rezeptors hemmt die AC und senkt die cAMP-Konzentration; Uber den IP,-Weg
erhéht der aktivierte Rezeptor, wie bei ANG II, [Ca®']..

Aa) Ca**-Kaniile:

Die Ca**-Kanile, durch die Ca’" aus dem Extrazelluldrraum in die Zelle einstrdmen kann,
lassen sich untergliedern in spannungsaktivierte und nicht-spannungsaktivierte Kanile
(Abb. 1.3). Die spannungsaktivierten Ca**-Kanile (voltage-operated Ca*" channels =

VOCCs) stellen den am besten charakterisierten Eintrittsweg fiir Ca®" in die Zelle dar.
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Auch hier gibt es verschiedene Typen, von denen wiederum der spannungsabhiingige Ca*'-
Kanal vom L-Typ (Ca, 1.x) der bekannteste und am meisten verbreitete ist (Ubersicht Karaki
et al,, 1997). Die VOCCs werden durch Membrandepolarisation aktiviert und durch
Membranhyperpolarisation inaktiviert. Spezielle L-Typ-Ca**-Kanalblocker wie z. B. die
Dihydropyridine blockieren diese Kanile und verhindern den Ca**-Einstrom (Ubersicht Hille,
1992). Neben diesen verbreiteten spannungsaktivierten Ca**-Kanélen vom L-Typ gibt es in
glatten Muskelzellen der Arorta und in der Niere noch spannungsaktivierte Ca**-Kanéle vom
P/Q-Typ (Ca,2.1), die am Ca*"-Einstrom beteiligt sind (Hansen et al., 2000).

Daneben sind vermutlich auch spannungsaktivierte Ca**-Kanile vom T-Typ (Ca,3.x) am
Ca**-Einstrom in glatte Muskelzellen beteiligt (Perez-Reyes, 2003). Diese Kanile werden bei
einem Membranpotential von -75 bis -60 mV, wie es in den meisten glatten Muskelzellen
vorherrschend ist, inaktiviert, so dass ihre physiologische Bedeutung hier noch nicht
eindeutig geklart ist (Perez-Reyes, 2003). Es wird vermutet, dass sie an der
Aufrechterhaltung der basalen Ca**-Konzentration beteiligt sind. Im Nierengewebe sind diese
Kanile ebenfalls nachgewiesen worden (Ubersicht Perez-Reyes, 2003; Gordienko et al.,
1994, zitiert in Hansen et al., 2000).

Der Einstrom von Ca®" in glatte Muskelzellen kann auch durch nicht-spannungsaktivierte
Ca*"-Kanile erfolgen. Diese lassen sich unterteilen in rezeptoraktivierte (receptor-operated
Ca’" channels = ROCCs) und speicheraktivierte (store-operated Ca** channels = SOCCs)
Ca’"-Kanile (Abb. 1.3). ROCCs sollten besser rezeptoraktivierte nichtselektive
Kationenkanile genannt werden. An der Kanalaktivierung sind hier nach Rezeptorbindung
immer G-Proteine, wahrscheinlich aus der Familie der Pertussistoxin empfindlichen G/G,
Untergruppe beteiligt (Ubersicht McFadzean und Gibson, 2002).

SOCCs sind speicherregulierte Ca*-Kaniile, die durch Entleeren der intrazelluliren Ca?'-
Speicher aktiviert werden. Die Idee fiir diesen kapazitiven Ca**-Einstrom wurde zuniichst von
Casteels und Drogmann (1981) vorgeschlagen und von Putney (1990) durch Untersuchungen
an nicht erregbaren Zellen belegt und weiter verbessert. Die Grundidee ist, dass nicht das aus
den Speichern freigesetzte Ca* in der Zelle diese Kanile aktiviert, sondern der leere Speicher
aktiviert sie liber ein bisher unbekanntes Signal; an diesem Prozess sind auch die
Mitochondrien beteiligt (Ubersichten: Parekh und Penner, 1997; McFadzean und Gibson,
2002; Parekh, 2003). Durch diese Kanile stromt Ca*" ins Cytoplasma. Es gibt verschiedene
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Modelle, nach denen es entweder einen direkten Kontakt zwischen Speicher und
Plasmamembran geben konnte (Irvine, 1990; Ubersicht: Parekh und Penner, 1997) oder aber
ein intermedidres Signal ausgelost werden konnte, was wiederum direkt oder indirekt die
Kanile aktiviert (Parekh und Penner, 1997). Ma et al. (2000) gehen nach ihren Ergebnissen
davon aus, dass flir die Aktivierung von SOCCs eine physikalische Interaktion zwischen den
Speichern und der Plasmamembran wichtig ist. Zum anderen stellt aber auch Inositol-1,4,5-
triphosphat (IP;) einen wichtigen Mediator fiir die Kopplung zwischen leeren Speichern und
Aktivierung von SOCCs dar (Ma et al., 2000). Nach Albert und Large (2002) hingegen
werden SOCCs in glatten Muskelzellen auch unabhéngig von einem Speichersignal durch
den DAG-PKC-Weg (Diacylglycerol-Proteinkinase C-Weg) aktiviert. Sie schlagen vor, dass
beide Mechanismen eine Rolle spielen konnten. Die molekulare Identitit der SOCCs ist noch
nicht abschlieBend geklart. Es wird angenommen, dass sie zur Familie der TRP Proteine
(transient receptor potential) gehoren (vielleicht liegt hier die Erkldrung der
unterschiedlichen Ergebnisse, ndmlich dass in verschiedenen glatten Muskelzellen
unterschiedliche SOCCs existieren, die dhnlich aber doch etwas unterschiedlich aktiviert
werden). Auch wird inzwischen angenommen, dass SOCCs nicht nur an der
Wiederauffiillung der Speicher beteiligt sind, sondern auch zur Kontraktion beitragen
(Ubersicht McFadzean und Gibson, 2002).

Fellner und Arendshorst (1999) fanden, dass in glatten Muskelzellen der afferenten Arteriole
der Ratte das Entleeren der intrazelluliren IP,-sensitiven Speicher den Einstrom von Ca*
iiber SOCCs aktiviert. An der isoliert perfundierten Rattenniere stellten Schweda et al. (2000)
eine Hemmung der Reninsekretion durch Ca**-Einstrom durch speicheraktivierte Ca**-Kanile
fest. Dies kann als Hinweis auf die Anwesenheit solcher Kanéle in den reninsezernierenden
Zellen aufgefasst werden; allerdings muss man auch die Kopplung der reninsezernierenden
Zellen an die anderen Zellen des juxtaglomeruldren Apparates durch die gap junctions
beachten.

Ab) Ca**-Pumpen und Transporter:

Konsequenterweise gibt es in den glatten Muskelzellen eine ganze Reihe von Mechanismen,
die Ca* aus der Zelle heraus transportieren, also dafiir verantwortlich sind, den Ca**-Spiegel
in der Zelle gering zu halten. Hierzu gehoren die Ca’’-ATPasen und die Na'-Ca®'-

Austauscher. Ca’*-ATPasen sind sowohl in der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums
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(SR) als auch in der Plasmamembran (Wuytack et al., 1982; Ubersicht Karaki et al., 1997) zu
finden. Der Na'-Ca®"-Austauscher befindet sich nur in der Plasmamembran (Racymaekers et
al., 1985; Ubersicht Karaki et al., 1997).

Unter physiologischen Bedingungen transportieren beide Systeme Ca®" aus der Zelle heraus.
Unter bestimmten Bedingungen kann die Transportrichtung auch umgekehrt (Na'-Ca*'-
Austauscher) bzw. kann der Transport eingestellt werden (Ca**-ATPase). Dies bewirkt dann
somit einen Anstieg von [Ca*']; (Ubersicht Karaki et al., 1997).

Ac) Ca**-Speicher:

Von groBer Bedeutung fiir die Regulation von [Ca®]; in den glatten Muskelzellen sind die
intrazelluldren Speicher, die sich ebenfalls in zwei Arten aufteilen lassen: es gibt zum einen
das SR, daneben findet man die Ca*"-speichernden Mitochondrien, denen aber
wahrscheinlich im Gegensatz zum SR unter normalen Bedingungen keine so grof3e
Bedeutung zu kommt. Beleg dafiir ist der enorme Unterschied in der GroB3e der freisetzbaren
Ca’"-Pools des SR und der Mitochondrien (SR : M =20 : 1; Karaki et al., 1997). Ein weiterer
Hinweis dafiir ist die hohere Affinitit der Ca’-ATPase im SR gegeniiber der der
Mitochondrienmembran (SR-Km: 0,91 uM; Mitochondrium-Km: 7,1 uM; Grover und
Samson, 1986, zitiert in Karaki et al., 1997). Der wichtigste Ca**-Speicher in den glatten
Muskelzellen ist demzufolge das SR. Die hier lokalisierten Ca**-ATPasen pumpen stéindig
Ca’" in das SR und sorgen somit, zusammen mit plasmalemmalen Ca**-Transportern fiir
einen relativ niedrigen Ca**-Spiegel im Cytosol (~ 100 nM). Aus dem SR kann Ca*'-
Freisetzung durch zwei Mechanismen stimuliert werden: zum einen iiber Stimulation des IP-
Rezeptors auf dem SR, zum anderen iiber den Ryanodin-Rezeptor, der durch Ca*" und/oder
cADP-Ribose stimuliert wird und ryanodin-, caffein- und ATP-empfindlich ist (Hermann-
Frank et al., 1991). Beziiglich weiterer die Ca’**-Freisetzung induzierender Mechanismen
sowie hinsichtlich der Unterteilung des SR in verschiedene Kompartimente besteht zur Zeit
noch Unklarheit, was auf gewebs- oder artspezifischen Unterschieden beruhen konnte

(Ubersicht Karaki et al., 1997).

B: [Ca*'], und Reninsekretion
In sezernierenden Zellen allgemein ist ein Anstieg von [Ca”'], mit einer Sekretionssteigerung

verbunden und umgekehrt (B-Zellen im Pankreas, synaptisches Bléschen). In den
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reninsezernierenden Zellen gibt es jedoch ein Phdnomen, das als ,,Calciumparadox*
bezeichnet wird: ein Anstieg von [Ca®']; hemmt die Reninsekretion, ein Abfall von [Ca®'];
stimuliert sie (Churchill, 1985, 1990; Abb. 1.3). Beriicksichtigt man, dass Renin die ANG II-
Konzentration erhdht, die wiederum zu einem Blutdruckanstieg und zu einem Anstieg von
[Ca®"], fiihrt, wiirde das ,,Calciumparadox‘ als negativer Feed-Back-Mechanismus sinnvoll
sein.

Die inverse Beziehung zwischen [Ca*']; und der Reninsekretion wird unter anderem durch
Messungen von Della Bruna et al. (1995) bestitigt, die bei Erhohung der extrazelluldren
Ca’"-Konzentration ([Ca*"],) von 0 auf 3 mM iiber eine Stunde eine Inhibition der
Reninsekretion beobachteten. Auch der Ca*-Kanalagonist BAY K 8644 bewirkt eine
Hemmung der Reninsekretion (Churchill, 1987). Weiterhin gibt es Messungen von Sosath
(1999), die in isolierten reninsezernierenden Zellen bei Reduktion von [Ca*], von 2 auf 0
mM (nominal Ca**-freie Losung) einen signifikanten Anstieg der Reninsekretion feststellte.
Schweda et al. (2000) fanden, dass Erhohung von [Ca®]; durch Freisetzung von Ca*" aus
intrazelluldren Speichern und anschlieBendem Ca**-Einstrom aus dem Extrazellulirraum die
Reninsekretion effektiv hemmt. Schricker et al. (1993) hingegen beobachteten zwar auch eine
Hemmung der Reninsekretion aus isolierten reninsezernierenden Zellen bei Erh6hung von
[Ca*],, die jedoch nach 1-3 Stunden schwicher wurde und sich anschlieBend in eine
Stimulation umkehrte. Die Autoren vermuten aufgrund dieser Ergebnisse, dass die Hemmung
der Reninsekretion durch erhdhtes [Ca’"], evtl. ein indirekter Effekt ist und einen
darunterliegenden stimulatorischen Effekt iiberdeckt (Schricker et al., 1993). Allerdings
konnten Kurtz et al. (1990) nach Depolarisation mit einer erhohten extrazelluldren K'-
Konzentration ([K'],) keine Hemmung der Reninsekretion aus juxtaglomeruldren Zellen der
Maus und der Ratte als Antwort nachweisen; ebensowenig konnten sie eine Erh6hung von
[Ca’]; finden. In einer weiteren Arbeit konnten Kurtz et al. (2000) bei der Ratte die
Hemmung der Reninsekretion durch K'-Kanalblocker mit einem Blocker
spannungsabhingiger Ca*'-Kanile nicht aufheben. Angesichts der Tatsache, dass die
reninsezernierenden Zellen durch gap junctions an glatte Muskelzellen (die auf jeden Fall
VOCCs besitzen) und extramesangiale Zellen gekoppelt sind, sind diese Befunde erstaunlich.
Es gibt zwei Hypothesen, die die Wirkung des Ca*" auf die Reninsekretion zu erkldren

versuchen. Ein Erklarungsansatz beruht darauf, dass in reninsezernierenden Zellen der Maus
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ein Ca®"-aktivierter CI-Ausstrom nachgewiesen ist (Kurtz und Penner, 1989) (Abb. 1.3),
dessen Aktivierung (zusammen mit Kaliumkanélen) zur Abnahme der intrazelluldren Osmo-
laritit und damit zu einem Schrumpfen der Zelle fiihrt. Anderungen des Zellvolumens
werden mit Anderungen der Reninsekretion in Zusammenhang gebracht, wobei ein
Schrumpfen der Zelle die Reninsekretion inhibiert, ein Schwellen die Reninsekretion
stimuliert (Skott, 1988). Néheres zu dieser Wirkweise wird im Abschnitt ,,Osmolaritit*
(Abschnitt 1.3.1.5) diskutiert.

Taugner et al. (1988) interpretieren das ,,Calciumparadox‘ mit einer anderen Hypothese. Wie
bereits beschrieben (Kap. 1.2), sind reninsezernierende Zellen umgewandelte glatte Muskel-
zellen. Diese Umwandlung ist je nach Stimulation oder Inhibition reversibel, was bedeutet,
dass es immer intermedidre Zellen gibt, die hinsichtlich Morphologie und Verhalten
Zwischenstufen einnehmen (Taugner et al., 1988). In den intermedidren Zellen sind die
Reningranula durch ein dichtes Myofilamentnetzwerk von der Zellmembran getrennt,
welches moglicherweise bei Erhchung von [Ca**], kontrahiert, das Verschmelzen der Granula
mit der Plasmamembran unterbindet und somit die Reninsekretion aus diesen Zellen

inhibiert.

1.3.1.2 Membranpotential

Im Zusammenhang mit [Ca®*]; kommt dem Membranpotenial eine besondere Bedeutung in
den reninsezernierenden Zellen zu. Das Membranpotential hat einen Einfluss auf [Ca*']; (z.
B. iiber Ca,-Kanile, Na'-Ca®'-Austauscher), aber auch Verinderungen von [Ca®'];
beeinflussen das Membranpotential. Uber die Beeinflussung anderer spannungsabhiingiger
Kanile und elektrogener Transporter kann das Membranpotential sehr viele andere
Zelleigenschaften dndern, unter anderem auch das Volumen. So konnten Kurtz und Penner
(1989) zeigen, dass eine Erhohung von [Ca®"]; die reninsezernierenden Zellen depolarisiert,
indem einen Ca**-abhingigen Cl'-Kanal aktiviert wird. Dies fiihrt zum Ausstrom von CI" aus
dem Cytosol, da das CI'-Gleichgewichtspotential positiver ist als das Membranpotential (E,
in glatten Muskelzellen zw. -30 und -6 mV, Aikin, 1990; Ubersicht Large und Wang, 1996).
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E,, in reninsezernierenden Zellen:

Fishman, 1976 -35und -70 mV
Biihrle et al., 1984 -55 mV
Biihrle et al., 1986 -73 mV
Kurtz und Penner, 1989 -62 mV
Russ et al., 1999 -61 mV

Grundsétzlich kann das Membranpotential in reninsezernierenden Zellen in die hyperpolari-
sierende als auch in die depolarisierende Richtung verschoben werden.

Ein wichtiger Stimulus fiir die Membrandepolarisation ist die Erh6hung von [K'],, was an
reninsezernierenden Zellen der Maus gezeigt werden konnte (Fishman, 1976; Kurtz et al.,
1990). Depolarisation mit Kalium bewirkt weiterhin eine Hemmung der Reninsekretion, wie
in der isoliert perfundierten Rattenniere, an Nierenschnitten von Ratte, Hund, Schwein und
Kaninchen sowie an isolierten Rattenglomeruli gezeigt werden konnte (Ubersicht Churchill,
1995). Dieser hemmende Effekt auf die Reninsekretion durch Erhéhung von [K'], und
folgender Membrandepolarisation war begleitet von einem Ca**-Einstrom, der durch
Blockade der spannungsabhingigen Ca**-Kanile verhindert wurde (Ubersicht Churchill,
1995). Diesen Ergebnissen stehen allerdings die neueren Arbeiten von Kurtz und Kollegen
gegeniiber, die in patch-clamp-Messungen keine spannungsabhingigen Ca**-Kanile in
reninsezernierenden Zellen nachweisen konnten (Kurtz und Penner, 1989); konsequenter
Weise fanden sie nach Depolarisation mit erhdhtem [K*], weder eine Erhéhung von [Ca®"];
noch eine Hemmung der Reninsekretion (Kurtz et al., 1990).

Auch ein mechanischer Reiz, der zur Dehnung fiihrt, bewirkt iiber Aktivierung
nichtselektiver Kationenkanile eine Membrandepolarisation, die eine Hemmung der
Reninsekretion nach sich zieht (Ubersicht Kurtz, 1989). In diesem Zusammenhang konnten
Jones-Dombi und Churchill (1993) zeigen, dass diese durch zunehmenden Perfusionsdruck
ausgeldste Hemmung der Reninsekretion nach Blockade der spannungsaktivierten Ca®'-
Kanile mit spezifischen Blockern wie Nifedipin, Diltiazem und Verapamil aufgehoben
wurde. Sie nehmen dies als Beweis fiir die Anwesenheit spannungsensitiver Ca’’-Kanile in
den reninsezernierenden Zellen, die am Ca’*-Einstrom in reninsezernierende Zellen nach
Membrandepolarisation beteiligt sind (s. auch. Kap. 1.3.3.3).

Zur Depolarisation fiihrt auch Stimulation mit vasoaktiven Substanzen, wie ANG II, Arginin-
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Vasopressin (AVP) und Noradrenalin (Biihrle et al., 1984, 1985, 1986; Kurtz und Penner,
1989), die gleichzeitig im Gegenzug die Reninsekretion hemmen (Biihrle et al., 1986). Neben
dem depolarisierenden Effekt und der Hemmung der Reninsekretion erhohen diese
vasokonstriktiven Substanzen [Ca®]; (Kurtz und Penner, 1989, 1990; Gonzales et al., 1992).
In erregbaren Zellen ist eine Membrandepolarisation immer mit einem Anstieg von [Ca*"];
verbunden, so dass nicht eindeutig gesagt werden kann, ob Membrandepolarisation einen
direkten Einfluss auf die Reninsekretion ausiibt oder ob nicht umgekehrt die
Membrandepolarisation das Entscheidende ist und die Erhéhung von [Ca®'], eine
untergeordnete Rolle spielt (dazu: Kurtz et al., 2000).

Umgekehrt gibt es gute Hinweise, dass eine Hyperpolarisation der Membran von
reninsezernierenden Zellen die Reninsekretion hemmt. K, ,-Kanaloffner bewirken eine
Hyperpolarisation der Zellen (Ashcroft and Ashcroft, 1990; Quast, 1995 und 1996), was auch
fiir afferente Arteriolen an isolierten Glomeruli der Ratte nachgewiesen wurde (Russ et al.,
1999). Ferrier et al. (1989) konnten mit dem K, p,-Kanaldffner Cromakalim eine Stimulation
der Reninsekretion in gesunden Probanden und an isolierten reninsezernierenden Zellen der
Ratte nachweisen, was von Jensen et al. (1998) und Vallon et al. (1998) bestétigt wurde.
Umgekehrt hemmt Glibenclamid, der klassische Hemmstoff dieser Kanile, die
Reninsekretion in vivo (Richer et al., 1990; Pratz et al., 1991). Ob allerdings die Modulatoren
des K ,p-Kanal die Reninsekretion durch Anderung des Membranpotentials oder durch einen
anderen Mechanismus beeinflussen, muss noch genauer untersucht werden.

Fishman (1976) fand, dass Adrenalin, welches die Reninsekretion bekanntermal3en stimuliert,
eine leichte Hyperpolarisation bewirkte. Biihrle et al. (1986) konnten dies jedoch nicht
bestitigen. Sie fanden keinen Einfluss von B-adrenergen Substanzen, die die Reninsekretion
nachgewiesenermallen stimulieren, auf das Membranpotential.

Zusitzlich muss man beachten, dass die Zellen des juxtaglomeruldren Apparates durch die
gap junctions ein funktionelles Synzytium bilden (Forssman und Taugner, 1977, zitiert in
Lorenz et al., 1993; Taugner et al., 1984; Schuster et al., 2001). Die Anwesenheit spannungs-
aktivierter Ca**-Kanile in reninsezernierenden Zellen, durch die eine Membrandepolarisation
einen Ca*"-Einstrom bewirken wiirde, wird bislang noch kontrovers diskutiert (s.0.). In
glatten Muskelzellen sind VOCCs aber auf jeden Fall vorhanden. Diese aus der Anwesenheit

von gap junctions folgende elektrische Kopplung bedeutet, dass das Membranpotential
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immer mit [Ca®"]; verbunden ist und man nicht eindeutig sagen kann, ob die in den
reninsezernierenden Zellen beobachtete Reaktion direkt aus diesen kommt oder iiber die gap
junctions aus den verbundenen Zellen iibertragen wurde. Um das sicher nachzuweisen,

miissten die Zellen durch Schlielen der gap junctions entkoppelt werden.

1.3.1.3 cAMP

cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) ist in reninsezernierenden Zellen ein wichtiger
second messenger fiir die Stimulation der Reninsekretion (Abb. 1.3). Mehrfach wurde
nachgewiesen, dass membrangéngiges dibutyryl-cAMP (db-cAMP) die Reninsekretion
stimulieren kann (Ubersicht Hackenthal et al., 1990). Die Synthese von cAMP aus ATP
erfolgt unter Einfluss des Enzyms Adenylatcyclase (AC) und so konnte gezeigt werden, dass
Aktivierung der AC mit Forskolin, und dariiber Erhohung von cAMP zu einer Stimulation
der Reninsekretion an der isoliert perfundierten Rattenniere (Schwertschlag und Hackenthal,
1982; Fray und Park, 1985) und an isolierten reninsezernierenden Zellen (Della Bruna et al.,
1991) fiihrt. Ebenso bewirkt die Stimulation von 3,-Adrenozeptoren {iber Bildung von cAMP
eine signifikante Steigerung der Reninsekretion. Kurtz et al. (1984) haben durch Messungen
der cAMP-Konzentration im Cytosol von isolierten juxtaglomeruldren Zellen der Ratte
bewiesen, dass diese Maflnahmen (Stimulation von f,-Rezeptoren, Aktivierung der AC)
tatséchlich zu erhohten cAMP-Spiegeln fiihren.

Der Abbau von cAMP zu AMP wird durch Phosphodiesterasen (PDE) katalysiert. Die
Blockade von PDE fiihrt somit auch zu einem Anstieg von cAMP im Cytosol und verstérkt
den stimulierenden Effekt von cAMP auf die Reninsekretion. In reninsezernierenden Zellen
sind PDE3A, PDE3B und PDE4C immunhistochemisch nachgewiesen (Friis et al., 2002).
Wie aus pharmakologischen Versuchen hervorgeht, ist auch PDES ist in juxtaglomeruldren
Zellen vorhanden (Sayago und Beierwalters, 2001). So konnte Sosath (1999) eine
signifikante Stimulation der Reninsekretion aus isolierten juxtaglomerulidren Zellen der Ratte
durch Stimulation mit Foskolin in Kombination mit dem PDE-Inhibitor IBMX nachweisen.
Unklarheit besteht jedoch noch immer, ob cAMP die Reninsekretion direkt oder indirekt iiber
Abnahme von [Ca*"]; stimuliert. Fiir glatte Muskelzellen gibt es Hinweise, dass cAMP die
Na'-K"-ATPase stimuliert, was einen vermehrten Ausstrom von Natrium bewirkt. Durch die

Erhdhung des Na“-Gradienten wiirde der Na“-Ca?*-Austauscher vermehrt Ca®" aus der Zelle
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schleusen und so zur Abnahme von [Ca?']; fithren (Churchill 1995). Weiterhin wird durch
cAMP méglicherweise die Ca**-ATPase aktiviert, was zu einem vermehrten Ca**-Ausstrom
und zur Ca**-Riickverteilung in die intrazelluliren Speicher fiihrt und dariiber ebenfalls eine
Abnahme von [Ca*"], bewirkt (Churchill, 1995). Der vermutete Zusammenhang zwischen
[Ca®], und Reninsekretionsrate wurde bereits auf S. 11 erklirt.

Zusitzlich ist zu bedenken, dass sich cAMP in vielen neurosekretorischen Systemen als ein
exocytosestimulierender Faktor erwiesen hat. Dabei greift cAMP am exocytotischen Apparat
an. Als Beispiel seien die Untersuchungen von Renstrom et al. (1997) an den
insulinsezernierenden B-Zellen im Pankreas der Maus erwdhnt . Nach ihren Messungen
gehen sie davon aus, dass cAMP auf einem noch unbekannten Weg die Mobilisierung der
Insulingranula in den B-Zellen stimuliert und evtl. noch zusitzlich die Verfiigbarkeit der
Granula erhoht, die durch Exocytose freigesetzt werden. Die exocytosestimulierende
Wirkung ist nicht an eine Erhéhung von [Ca?‘]; gekoppelt; sie findet auch statt, wenn [Ca?"];
auf einem niedrigen Schwellenniveau konstant gehalten wird. Bei Unterschreitung dieser
minimalen [Ca®]; ist allerdings eine Exocytose unméglich. Aufgrund dieser Tatsache
schlieBen Renstrom et al. (1997), dass dieser cAMP-abhiingige Schritt direkt vor dem Ca*'-
regulierten Schritt der Exocytose stattfindet. Untersuchungen zum exocytotischen Apparat
der reninsezernierenden Zellen sind noch nicht gemacht, und man kann daher nur spekulieren
ob dieser Mechanismus auch bei der cAMP-Stimulation der Reninsekretion eine Rolle spielt.
Friis et al. (1999) zeigten an isolierten reninsezernierenden Zellen der Maus, dass Forskolin
einen Einfluss auf die Exocytose, also auf die Reninsekretion hat. In thren Messungen kommt
es unter Einfluss von Forskolin zu einer Abnahme der Membrankapazitét (C,), die ein MaR3
fiir die Membranfliche der Zellen darstellt. Eine Abnahme der C,, deutet auf einen
endocytotischen Vorgang hin, C -Zunahme ist Anzeige fiir einen exocytotischen Vorgang.
Zunéchst stellen diese Ergebnisse also einen Widerspruch zu den oben genannten
Ergebnissen dar, nach denen Forskolin iiber cAMP-Zunahme zur Steigerung der
Reninsekretion fiihrt. Jedoch deuten Friis et al. (1999) ihre Ergebnisse so, dass Endo- und
Exocytose gleichzeitig ablaufen, und die Endocytose tiberwiegt. Nach dieser Interpretation
konnte also trotz C,_-Abnahme eine gesteigerte Sekretion stattfinden, so dass der erwéhnte
Widerspruch zu Ergebnissen von Schwertschlag und Hackenthal (1982) sowie Della Bruna

et al. (1991) ausgerdumt wire.
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1.3.1.4 cGMP und NO

Da die Regulation der Renisekretion durch NO iiber cGMP vermittelt wird, werden im
folgenden beide Mediatoren gemeinsam besprochen.

NO kann, wie in vielen verschiedenen Priparaten gezeigt wurde, die Reninsekretion sowohl
stimulierend als auch hemmend beeinflussen, wobei unter Normalbedingungen der
iiberwiegende Effekt eine Stimulation ist (Kurtz und Wagner, 1998). NO fordert allerdings
mehr eine bereits stimulierte Reninsekretion, als dass es die Rolle eines spezifischen
Aktivators einnimmt (Kurtz und Wagner, 1998). Obwohl es auch Hinweise auf cGMP-
unabhdngige Effekte durch NO gibt, ist doch die bekannteste Wirkung von NO auf
Aktivierung der 16slichen Guanylatcyclase und dariiber Stimulation der cGMP-Bildung
zurlickzufiihren (Ignarro, 1989; Kurtz und Wagner, 1998). cGMP soll dann im Weiteren
sowohl die Stimulation als auch die Hemmung der Reninsekretion vermitteln.

Die Hemmung der Reninsekretion erfolgt liber eine Aktivierung der cGMP-abhingigen
Kinase (G-Kinase), die dann auf noch nicht bekanntem Weg die Reninsekretion hemmt
(Kurtz und Wagner, 1998). Diese Hemmung, die von Della Bruna et al. (1991), Schricker at
al. (1993), Kurtz et al. (1998) und Kurtz und Wagner (1998) beschrieben wurde, wird
moglicherweise nur unter bestimmten Bedingungen (z.B. erhohte [Ca?'],) beobachtet (Kurtz
und Wagner, 1998). Kurtz et al. (1998) zeigten in diesem Zusammenhang, dass Inhibitoren
der cGMP-abhingigen Kinase (G-Kinasen) wie Rp-8-pCPT-cGMPS den stimulatorischen
Effekt von NO-Donatoren an der isoliert perfundierten Rattenniere verstarken.

Fiir die stimulierende Wirkung von NO iiber cGMP wird der folgende Weg vermutet: cGMP
hemmt die cGMP-abhingige cAMP-Phosphodiesterase (= PDE3) (Beavo, 1995; Dousa,
1999; Friis et al., 2002), so dass durch den verringerten cAMP-Abbau die cAMP-
Konzentration ansteigt. Wie unter 1.3.1.3 beschrieben, ist cAMP ein starker Stimulator der
Reninsekretion. Dass PDE3 in renalen Gefidssen vorhanden ist, wurde von Reinhardt et al.
(1995) nachgewiesen und von Friis et al. (2002) verfeinert. Sie konnten immunhistochemisch
noch genauer zeigen, dass die PDE3A, PDE3B und PDE4C in den juxtaglomeruldren Zellen
exprimiert wird. Dieses Modell einer Signalkaskade der Erh6hung von cAMP durch cGMP
iiber PDE3-Hemmung wird unterstiitzt durch Untersuchungen von Kurtz et al. (2000), die an
der isoliert perfundierten Rattenniere zeigten, dass PDE3-Hemmung durch Milrinon und

Trequinsin den gleichen Effekt auf den renalen Plasmafluss ausiiben wie NO-Donoren.



1. Einleitung und Fragestellung 19

Der wohl wichtigste cGMP-Rezeptor ist die G-Kinase (GK): cGMP aktiviert diese Kinase.
Ein wichtiges Substrat dieser Kinase ist das Protein IRAG (IP;-Rezeptor assoziiertes GK-
Substrat). Phosphorylierung des IRAG Proteins hemmt die IP,-induzierte Ca**-Freisetzung
aus intrazelluldren Speichern (Schlossmann et al., 2000). Der Zusammenhang zwischen
[Ca®], und Reninsekretion wurde bereits ausfiihrlich erldutert (S. 11) und so konnte auch auf
diesem Weg eine die Reninsekretion fordernde Wirkung von NO / cGMP erklért werden.
Diese Signalkaskade wurde von Schlossmann et al. (2000) als méglicher Mechanismus zur
Reduktion von [Ca*"]; und des Tonus in glatten Muskelzellen vorgeschlagen und konnte an
glatten Muskelzellen und transfizierten COS-Zellen nachgewiesen werden (Schlossmann et

al., 2000).

1.3.1.5 Osmolaritdt

Weiterhin wird der Osmolaritit der Extrazelluldrfliissigkeit eine Bedeutung fiir die
Reninsekretion zugeschrieben. Schon eine geringe Abnahme der Osmolaritét stimuliert die
Reninsekretion, wihrend Hyperosmolaritét sie inhibiert (Skott, 1988).

Eine hypoosmolare Extrazellulérfliissigkeit bewirkt ein Schwellen der Reningranula, worauf
es zur Fusion benachbarter Granula und vor allem auch zur Fusion mit der Plasmamembran
kommt und dariiber zur gesteigerten Reninsekretion (Skott, 1988). Der Zusammenhang
zwischen Schwellen von Granula und Exocytose ist in vielen verschiedenen Préparaten
nachgewiesen worden (Skott, 1988). Jedoch ist nicht eindeutig geklart, ob es zunichst zur
Fusion der Granula mit der Plasmamembran kommt, die dann einen Einstrom von
Extrazellularfliissigkeit in die Granula ermdglicht und dieses Schwellen wichtig ist fiir die
Ausschwemmung des Inhaltes der Granula oder ob das Schwellen der Granula eine
Voraussetzung fiir die Fusion mit der Plasmamembran darstellt (Skott, 1988).

Dass eine hyperosmolare Extrazelluldrfliissigkeit eine Hemmung der Reninsekretion nach
sich zieht, konnten Jensen und Skott (1993) an Glomeruli der Ratte mit anhdngenden
juxtaglomeruldren Zellen durch Applikation von 30 mM Sucrose sowie Schricker und Kurtz
(1995) an isolierten reninsezernierenden Zellen durch Applikation von 100 mM Sucrose
nachweisen. Hier verursacht die hyperosmolare Losung ein Schrumpfen der Zelle, was
wiederum das Schwellen der Reningranula und somit die Fusion mit der Plasmamembran

verhindert. Infolgedessen kommt es zur Hemmung der Reninsekretion (Skott, 1988).
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1.3.1.6 pH-Wert

Der pH-Wert, der in den reninsezernierenden Zellen herrscht, iibt einen Einfluss auf die
Reninsekretion aus. Fray und Laurens (1981) zeigten, dass eine Erhohung des pH-Wertes um
0,52 die Reninsekretion stark hemmt bis ein neuer steady-state-level erreicht wird, der 7 %
des Kontrollwertes betrdgt. Dazu passen auch in vivo Befunde, nach denen die
Reninsekretion wihrend einer Acidose enthemmt ist (Kurtz und Zehr, 1978). Fray und
Laurens (1981) schlagen mehrere Erklarungsmoglichkeiten vor. Zum einen konnten
Anderungen der extrazelluliren Protonenkonzentration Anderungen der Ionenpermeabilitit
der juxtaglomeruldren Zellen nach sich ziehen, wie dies in Nervenaxonen der Fall ist
(Strickholm et al., 1969, zitiert in Fray und Laurens, 1981). Eine weitere Moglichkeit wére,
dass Protonen Anderungen der Ca**-Bindung in der Zelle und Ca**-Permeabilitiit in die Zelle
bewirken, wie dies fiir den Skelettmuskel (Nakamaru und Schwartz, 1972, zitiert in Fray und
Laurens, 1981) und das Myokard gilt (Poole-Wilson und Langer, 1979, zitiert in Fray und
Laurens, 1981). Weiterhin konnte die Tatsache, dass kleinste Anderungen des pH-Wertes
drastische Anderungen der Membranphospholipidkomponenten in einigen sekretorischen
Zellen bewirken (Rothman, 1978, zitiert in Fray und Laurens, 1981), dafiir sprechen, dass
pH-Anderungen die Zusammensetzung der Membran der juxtaglomeruliren Zellen verindern
und so die Fihigkeit, Ca>" zu transportieren verindern. Aus all diesen Mechanismen konnte
ein Anstieg des cytoplasmatischen Ca*" resultieren. Dass eine erhohte Ca**-Konzentration in
den renin-sezernierenden Zellen die Reninsekretion hemmen kann, wurde weiter oben bereits
besprochen.

Im Einklang damit, dass ein saurer pH-Wert die Reninsekretion stimuliert, bewirkt auch in
den Reningranula ein saurer pH-Wert eine verstirkte Aktivierung von Prorenin zu Renin.
Das dazu benétigte Enzym Cathepsin B arbeitet verstérkt in einem sauren pH-Bereich. In den
renin-haltigen Vesikeln herrscht ein pH-Wert von 5,5 (Hackenthal et al., 1990).

Ein wichtiges Element der pH-Homdoostase in den Zellen sind die Na'/H'-Austauscher
(NHEs), die in jeder Plasmamembran von Siugerzellen vorhanden sind. Bislang sind die
Isoformen 1 - 6 identifiziert (Noel und Pouyssegur, 1995; Orlowsky und Grinstein, 1997,
zitiert in Peti-Peterdi, 2000). Sie werden durch verschiedene Signalwege (PKA-Weg oder
PKC-Weg) stimuliert (Kandasamy et al., 1995). Der NHEI ist in eukariotischen Zellen die

wichtigste Isoform der NHEs zur Regulation von pH-Wert und Zellvolumen (Kandasamy et
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al., 1995). Die Funktion des NHE2 ist weniger definiert, aber es gibt Hinweise fiir eine
wichtige Rolle in der Zellvolumenregulation in renalen Tubuluszellen (Ubersicht Praetorius
et al., 2000).

Sowohl in vivo als auch in vitro konnte gezeigt werden, dass Inhibition des NHE2 mit dem
relativ spezifischen Inhibitor ,,1522* eine dosisabhdngige Hemmung der Reninsekretion nach
sich zieht (PD Dr. Vallon, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen, miindl.
Mitteilung). Cariporid, ein spezifischer Inhibitor des NHEI, hingegen zeigt keine Hemmung

der Reninsekretion.

1.3.2 Die Reninsekretion beeinflussende extrazellulire Botenstoffe

1.3.2.1 Angiotensin 11

Vander und Geelhoed beobachteten 1965, dass beim anisthetisierten Hund intravends
appliziertes ANG II die basale und die stimulierte Reninfreisetzung hemmt, obwohl der
renale arterielle Druck konstant gehalten wurde. Sie schlossen aus ihren Experimenten, dass
ANG I einen direkten Einfluss auf die Reninsekretion ausiibt. Die gleichen Ergebnisse
erhielten Naftilan und Oparil (1978) an Nierenschnitten der Ratte sowie u.a. Scholz et al.
(1991) aus Messungen an der isoliert perfundierten Rattenniere (Ubersicht Hackenthal et al.,
1990).

ANG II hemmt die Reninsekretion iiber Bindung an den AT,-Rezeptor (Kakinuma et al.,
1993; Chatziantoniou et al., 1994) (Abb. 1.3), der in der afferenten Arteriole immunhisto-
chemisch und molekularbiologisch nachgewiesen werden konnte (Miyata et al., 1999). Der
ANG 1II AT,-Rezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der iiber G/G,; die PLC
aktiviert. Uber anschlieBende Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,)
wird DAG und IP, gebildet; IP, bewirkt die Freisetzung von Ca*" aus intrazelluldren
Speichern, was einen transienten Ca**-Anstieg (Peak-Phase) zur Folge hat (Griendling et al.,
1989, zitiert in Timmermanns et al., 1993). Kurtz und Penner (1989) zeigten an
reninsezernierenden Zellen der Maus, dass diesem transienten Ca*'-Anstieg ein Ca*'-
Einstrom aus dem Extrazelluldrraum folgt (Plateau-Phase), der evtl. auch IP, abhéngig ist
(vgl. Kap. 1.3.1.1). Dies konnte unter Verwendung von Ca**-freiem Puffer gezeigt werden,
da hier nur die Peak-Phase zu sehen war (Kurtz und Penner, 1989). Uber welchen Weg

jedoch Ca** in die reninsezernierenden Zellen einstromit, ist nicht abschlieBend gekldrt. ANG
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II fiihrt namlich auch durch SchlieBen von K'-Kanilen vom einwérts-gleichrichtenden Typ
(Kir) und durch Anschalten eines Ca*"-abhingigen Cl-Auswirtsstroms zur Depolarisation
der Zellen (Kurtz und Penner, 1989). Allerdings konnten Kurtz und Penner (1989) an den
reninsezernierenden Zellen der Maus keine spannungsaktivierten Ca*"-Kanile nachweisen
und zogen eine unspezifische Kationenleitfahigkeit der Membran als Ursache fiir die Plateau-
Phase in Betracht.

Es gibt viele Arbeiten zur Wirkung von ANG II, bei denen nicht zwischen
reninsezernierenden Zellen und weiter proximal liegenden glatten Muskelzellen
unterschieden wurde und letztere wahrscheinlich dominierten. Bei glatten Muskelzellen aus
Arteriolen sind zwei Mechanismen fiir den Ca**-Anstieg zu erwarten: Zum einen die
Entleerung der Speicher tiber IP; und zum anderen {iber Membrandepolarisation (evtl. iber
Ca’"-abhiingige Cl-Kaniile), die zum Ca**-Einstrom durch spannungsaktivierte Ca**-Kaniile
vom L-Typ flihrt. An der isolierten perfundierten afferenten Arteriole des Kaninchens
konnten Gonzales et al. (1992) eine Erhohung von [Ca*']; durch ANG II nachweisen. Zhu
und Arendshorst (1996) zeigten einen Anstieg von [Ca®']; als Antwort auf ANG II-
Stimulation an isolierten glatten Muskelzellen aus praglomeruldren Geféssen, der durch den
AT,-Blocker Losartan verhindert wurde.

Loutzenhiser und Loutzenhiser (2000) zeigten, dass der in der afferenten Arteriole durch
10 nM ANG II ausgeldste langsame Einstrom von Ca®" aus dem Extrazelluldrraum mit
Nifedipin, einem Blocker spannungsaktivierter Ca**-Kanile, blockiert wurde. Die transiente
Komponente der Ca®*-Antwort war jedoch verkleinert noch vorhanden. Auch in Abwesenheit
von extrazellulirem Ca*" war diese Peak-Phase noch zu sehen. Ebenso fanden Purdy and
Arendshorst (2001) an isolierten glatten Muskelzellen aus praglomeruldren Gefissen, dass
Nifedipin nahezu keinen Einfluss auf die durch ANG II-Stimulation ausgeloste Peak-Phase
des Ca*"-Anstiegs hat, jedoch die Plateau-Phase verhindert, was fiir Anwesenheit von Ca*'-
Kanélen vom L-Typ spricht. Im Einklang mit den genannten Ergebnissen fanden Takenaka
et al. (2002), dass auch die durch ANG II ausgeloste Vasokonstriktion der afferenten
Arteriole, die auf Erhohung von [Ca®]; beruht, aus einer schnellen und einer langsamen
Komponente besteht, von denen die langsame, nicht aber die schnelle durch Nifedipin zu
verhindern war (Takenaka et al., 2002).

Messungen von Kornfeld et al. (1997) hingegen ergaben, dass an isolierten Glomeruli mit
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anhiingender afferenter Arteriole vom Kaninchen Nifedipin die Ca**-Antwort auf Stimulation
mit 10 nM ANG II im reninpositiven Bereich verhindern konnte. Jedoch steht eine vollige
Inhibierung des Ca**-Anstieges im Widerspruch zu oben genannten Ergebnissen, nach denen
der durch IP, hervorgerufene Ca**-Anstieg noch vorhanden sein miisste, da er nicht durch
Nifedipin hemmbar ist (s. z. B. Seiler et al., 1987; Palade et al., 1989).

Die andere Moglichkeit, iiber die Ca** in die Zellen einstrémen und zum Anstieg von [Ca®"];
fiihren konnte, sind die speicheraktivierten Ca”*’-Kanile. Hier kontrolliert der
Fiillungszustand der intrazelluliren Speicher die Aktivitit der in der Plasmamembran
liegenden Kanile, die durch Entleeren der Speicher durch ein unbekanntes Signal aktiviert
werden. Diese Moglichkeit des Ca’*-Einstroms in die Zelle wurde bereits auf S. 9

beschrieben.

1.3.2.2 Adenosin

In den Blutgefdssen der meisten Organe ruft der vasoaktive Metabolit Adenosin eine
Dilatation hervor, die meist iiber Stimulation von Adenosin A,,-Rezeptoren (Ubersicht
Ralevic und Burnstock, 1998) vermittelt wird. Die Niere stellt allerdings eine Besonderheit
dar, da sie auf Adenosin mit einer Vasokonstriktion antwortet, die iiber Adenosin A,-
Rezeptoren vermittelt wird (Ubersicht Ralevic und Burnstock, 1998). Die glomerulire
Filtrationsrate wird gesenkt. Adenosin wird als Mediator des tubuloglomeruldren Feedback
(TGF) angesehen (s. Kap. 1.3.3.2) und ist an der Homoostaseregulation der Niere wesentlich
beteiligt (Osswald et al., 1982).

Neben dieser Wirkung auf die Hdmodynamik hat Adenosin noch eine weitere, davon
unabhingige entscheidende Wirkung in der Niere: Adenosin hemmt die Reninsekretion aus
den reninsezernierenden Zellen des juxtaglomeruldren Apparates (Abb. 1.3), was in vivo von
Osswald et al. (1978) und Tagawa und Vander (Tagawa und Vander, 1970, zitiert in Taugner
und Hackenthal, 1989) und kurz danach auch in vitro von Churchill und Churchill (1985)
nachgewiesen werden konnte. Die Hemmung der Reninsekretion wurde in vielen weiteren
Experimenten an verschiedenen Spezies in vivo und in vitro belegt, u. a. auch mit
spezifischen Adenosin A,;-Agonisten (Kurtz et al., 1988; Lorenz et al., 1993; Protasoni et al.,
1995; Churchill und Bidani, 1987; Skott et al., 1985).

In der Niere kommt Adenosin physiologischerweise in einer Konzentration von 10%/107
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mol/l vor. Es zirkuliert nicht systemisch und hat eine Plasmahalbwertszeit von nur wenigen
Sekunden, weshalb es als Gewebshormon zu betrachten ist. Die Bildung von Adenosin
erfolgt durch Hydrolyse aus S-Adenosylhomocystein und durch Dephosphorylierung aus
5'AMP. Adenosin kann sowohl intra- als auch extrazelluldr entstehen und durch die
Zellmembran aus dem Cytosol in das Interstitium permeieren. Aus dem Extrazelluldrraum
kann Adenosin durch einen durch Dipyridamol-hemmbaren bidirektionalen Transporter in
die Zellen aufgenommen werden. Es wird dann sehr rasch durch Adenosindeaminasen
desaminiert oder durch Adenosinkinasen zu 5'AMP phosphoryliert.

Adenosin entfaltet seine Wirkungen iiber purinerge (P1) Adenosinrezeptoren, von denen zur
Zeit vier nachgewiesen sind: Adenosin A,-, A,,-, A,;- und A;-Rezeptoren (Ubersicht
Fredholm et al., 2001). Diese Rezeptoren sind gewebs- und speziesspezifisch verteilt. Die
Adenosin A,- und A,,-Rezeptoren werden bereits durch nanomolare Mengen Adenosin
stimuliert, zur Stimulation der Adenosin A,5- und A;-Rezeptoren sind mikromolare Mengen
notig. In den praglomeruldren Gefdssen der Niere ist durch immunhistochemische und
pharmakologische Studien sowie Bindungsstudien die Anwesenheit des Adenosin A - sowie
des A,,-Rezeptors nachgewiesen (Churchill und Churchill, 1985; Freismuth et al., 1987;
Kurtz et al, 1988; Nishiymam et al., 2001; Jackson et al., 2002).

Adenosin-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Alle konnen die AC
modulieren: Adenosin A,- und A;-Rezeptoren iiben iiber ein inhibitorisches G-Protein (G,)
einen hemmenden Effekt auf die Adenylatcyclase aus, A,-Rezeptoren stimulieren die Cyclase
iiber Kopplung an G, (Ubersicht Fredholm et al., 2001). A,-Rezeptoren kénnen dariiber
hinaus an Ionenkanile koppeln (iiber die By-Untereinheiten von G;) oder PLC aktivieren. In
der Niere dominieren die A,-Rezeptoren, deren verschiedene Signalwege jetzt erldutert
werden.

Die Stimulation der in der Niere nachgewiesenen Adenosin A,-Rezeptoren flihrt analog dem
beschriebenen Signalweg fiir ANG II AT,-Rezeptoren (S. 21) iiber die Hemmung der AC und
somit der Bildung von cAMP (Olivera und Lopez-Novoa, 1992) zu einem transienten
Anstieg von [Ca*"]; (Churchill 1990; Ralevic und Burnstock, 1998). Dieser Signalweg wurde
sowohl fiir glatte Muskelzellen als auch fiir renale Zellen beschrieben (Gerwins und
Fredholm, 1992 bzw. Weinberg et al., 1989; Ubersicht Ralevic und Burnstock, 1998).

Gutierrez at al. (1999) zeigten an der durch Microdissektion gewonnenen afferenten Arteriole
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des Kaninchens einen biphasischen Anstieg von [Ca*']; als Antwort auf Stimulation mit
Adenosin, dessen Plateau-Phase durch Einstrom von Ca*" aus dem Extrazellulirraum bedingt
war. Sowohl die Senkung von cAMP als auch die Erhohung von [Ca®’], hemmen die
Reninsekretion (Abschnitte 1.3.1.1. und 1.3.1.3).

Adenosin A,-Rezeptoren hingegen stimulieren die AC iiber G,-Proteine (Ubersicht Fredholm
et al., 2001) und erhdhen die Bildung von cAMP (Olivera und Lopez-Novoa, 1992). Die
Stimulation der Adenosin A,-Rezeptoren in der Niere fiithrt zur Stimulation der
Reninsekretion und zur Vasodilatation (Churchill und Churchill, 1985; Nishiyama et al.,
2001). Da jedoch die Adenosin A,-Rezeptoren im distalen Teil der afferenten Arteriole, in
dem sich die reninsezernierenden Zellen befinden, dominieren (Jackson et al., 2002) und eine
héhere Affinitit fiir Adenosin besitzen (Ubersicht Fredholm et al., 2001), iiberwiegt der
durch den Adenosin A,-Rezeptor vermittelte Effekt.

Der Adenosin A,-Rezeptor ist in praglomeruldren Gefdssen der Niere nur wenig exprimiert
(Jackson et al., 2002) und scheint unter physiologischen Bedingung hier keine entscheidende
Rolle zu spielen (Mozaffari et al., 1999).

Zur Untersuchung der Adenosin-Wirkungen wurde mehr und mehr dazu iibergegangen, mit
spezifischen Agonisten bzw. Antagonisten fiir die einzelnen Adenosin-Rezeptoren zu
arbeiten, da Adenosin in Abhingigkeit von der Konzentration gegenteilige Effekte auslosen

kann und auBBerdem durch Enzyme (z. B. Adenosindesaminase) sehr schnell abgebaut wird.

1.3.2.3 Synergismus zwischen ANG Il und Adenosin

Dass ANG II iiber ANG II AT,-Rezeptoren und Adenosin iiber A,-Rezeptoren eine
synergistische Wirkung auf die Vasokonstriktion ausiiben, wurde in verschiedenen
Untersuchungen belegt. So konnten Spielmann und Osswald (1979) am anésthetisierten Hund
zeigen, dass die durch 10” - 107 M Adenosin ausgeldste renale Vasokonstriktion durch eine
hohe Konzentration eines AT,-Antagonisten abgeschwicht wurde. Weihprecht et al. (1994)
zeigten in vivo an der Ratte und in vitro an der afferenten Arteriole des Kaninchens, dass die
mit ANG II ausgeldste Vasokonstriktion durch Blockade der Adenosin A,-Rezeptoren
hemmbar war und umgekehrt ebenso die durch Adenosin bzw. den Adenosin A,-Agonisten
N°-Cyclohexyladenosin (CHA) ausgeldste Vasokonstriktion durch Blockade der ANG II

AT,-Rezeptoren zu verhindern war. Sie schlossen daraus, dass ANG II und Adenosin
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synergistisch wirken und dass diese Abhdngigkeit gegenseitig ist. Dietrich et al. (1991)
hingegen folgerten aus ihren Experimenten, dass Adenosin zur Vasokonstriktion ANG II
benotigt, umgekehrt aber ANG II auch ohne Adenosin in der Lage ist, eine Vasokonstriktion
hervorzurufen. Bei in vivo Messungen der Vasokonstriktion und des glomeruldren
Blutflusses konnten sie die durch Adenosin A,-Rezeptorstimulation verursachte
Vasokonstriktion und Reduktion des glomeruldren Blutflusses durch Blockade der ANG II
AT,-Rezeptoren verhindern, nicht jedoch umgekehrt die Antworten auf ANG II Stimulation
durch Blockade der Adenosin A,-Rezeptoren.

An ANG II AT,-Rezeptor-knock-out Méusen zeigte sich, dass der Effekt auf die
Vasokonstriktion durch den Adenosin A,-Agonisten CHA wesentlich geringer war als in
zugehorigen Wildtypmausen (Traynor et al., 1998). An anisthetisierten Hunden wurde
kiirzlich gezeigt, dass die durch ANG II hervorgerufene Vasokonstriktion durch exogenes
und endogenes Adenosin verstiarkt werden und durch Entfernen von endogenem Adenosin
abgeschwicht werden kann (Aki et al., 2002).

An kiirzlich entwickelten Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Mausen (Sun et al., 2001; Brown
et al., 2001) bleibt zu kldren, ob ANG II in der Lage ist, eine renale Vasokonstriktion
hervorzurufen. Die TGF-Antwort in diesen Médusen ist verhindert (Brown et al., 2001), die
Macula Densa-Regulation der Reninsekretion ist offensichtlich intakt (Schweda et al., 2003).
Beziiglich der Blutdrucksenkung durch den ANG II AT,-Rezeptorantagonisten Candesartan
konnte an Adenosin A ,-Rezeptor-knock-out Méusen kein Synergismus nachgewiesen werden
(Brown et al., 2001). Hier reduzierte der ANG II AT,-Inhibitor Candesartan den Blutdruck
im selben Mafle wie in zugehdrigen Wildtypmiusen (ANG II vgl. Kap. 1.3.2.1). Brown et al.
(2001) versuchen dieses Ergebnis durch die in Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Méusen

erhohte Plasmareninaktivitit zu erkliren.

Der Verdacht liegt nahe, dass Angiotensin Il und Adenosin auch auf die Reninsekretion einen
synergistischen Effekt ausiiben. In Versuchen an isolierten juxtaglomeruldren Zellen
jedenfalls hemmt ANG II nach Entfernen von endogenem Adenosin die Reninsekretion nicht
mehr (PD Dr. Albinus, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen, miindl.
Mitteilung).
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1.3.2.4 Arachidonsdure

Die Stimulation der Reninsekretion durch Prostaglandine konnte erstmals Vander (1968) am
andsthetisierten Hund nachweisen (Vander, 1968, zitiert in Hackenthal et al., 1990). Dieses
Ergebnis wurde durch viele weitere in vivo und in vitro Studien gefestigt (Ubersicht
Hackenthal et al., 1990).

Infusion von Arachidonsdure in vivo und in vitro stimuliert ebenfalls die Reninsekretion
(Hackenthal et al., 1990; Lorenz et al., 1993), und dieser Effekt wird durch Hemmung der
Cyclooxygenase blockiert (Freeman et al., 1984; Hackenthal et al., 1990; Lorenz et al.,
1993). Zur Synthese der Prostaglandine aus Arachidonsdure ist die Anwesenheit der
Cyclooxygenase notwendig, von der inzwischen drei Isoformen nachgewiesen sind. Nach
den bekannten Formen COX1 und COX2 ist in jlingster Zeit noch eine neue Form, COX3,
entdeckt worden, die mit der COX1 verwandt ist und stark im ZNS exprimiert wird
(Chandrasekharan et al., 2002). In der Niere kommen COX1 und 2 konstitutiv vor. COX1
konnte immunhistochemisch sowie durch direkte biochemische Analyse in extraglomeruléren
Mesangiumzellen, in Endothelzellen der renalen Arterien und Arteriolen und im Glomerulum
nachgewiesen werden (Hackenthal et al., 1990; Smith und Bell, 1978, zitiert in Lorenz at al.,
1993a). Die COX2-Expression ist beschrinkt auf die Macula Densa Zellen und auf Zellen
des dicken aufsteigenden Astes der Henle'schen Schleife in der Nihe der Macula Densa
(Harris et al., 1994, zitiert in Cheng et al., 2002).

Reduktion der luminalen NaCl-Konzentration fiihrt zu einer Stimulation der Reninsekretion
(Lorenz et al., 1990, Greenberg et al., 1993; Traynor et al., 1999; Wolf et al., 1999; Yang et
al., 2000; Mann et al., 2001; Hocherl et al., 2002; Cheng et al., 2002), ebenso Blockade der
ANG II-Bildung mit ACE-Hemmern (Cheng et al., 2001, zitiert in Cheng et al., 2002; Wolf
et al., 1999; Castrop et al., 2001). Diese stimulierte Reninsekretion kann bei einigen
Arbeitsgruppen abgeschwicht oder aufgehoben werden durch Hemmung von COX2
(Traynor et al., 1999; Yang et al., 2000; Cheng et al., 2001 und 2002), bei anderen Gruppen
durch Blockade von COXI1 (Hocherl et al., 2002). Zusammenfassend lésst sich daraus
ableiten, dass zur Stimulation der Reninsekretion nach Abfall der NaCl-Konzentration an der
Macula Densa ein intakter COX-Signalweg wichtig ist.

Die Stimulation der Reninsekretion durch Arachidonsduremetabolite wird wahrscheinlich

durch den Anstieg von cAMP verursacht (Jensen et al., 1996). Auch der vasodilatatorische
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Effekt der Prostaglandine wird iiber die AC und folgenden Anstieg von cAMP vermittelt
(Hackenthal et al., 1990).

1.3.3 Integrative Mechanismen bei der Regulation der Reninsekretion

1.3.3.1 Renale sympathische Innervierung

Die sympathische Innervierung des juxtaglomeruldren Apparates wurde bereits 1979 von
Barajas nachgewiesen (Barajas, 1979, zitiert in Taugner und Hackenthal, 1989). Ebenso
wurde die Lokalisation der [,-Adrenozeptoren im juxtaglomeruldren Apparat gezeigt
(Ubersicht Hackenthal, 1990). Die Aktivierung der sympathischen Nerven in der Niere fiihrt
zur Stimulation der Reninsekretion (Davis and Freeman, 1976; Keeton and Campbell, 1981;
Ubersicht Hackenthal et al., 1990), die iiber die B,-Adrenozeptoren vermittelt wird (Taher et
al., 1976, zitiert in Kurtz, 1989) (Abb. 1.3). B-Adrenozeptorstimulation stimuliert die AC.
Dementsprechend konnten Kurtz et al. (Kurtz, 1984, zitiert in Kurtz et al., 1989) in isolierten
juxtaglomeruldren Zellen der Rattenniere nachweisen, dass Stimulation mit dem -
Adrenorezeptoragonisten Isoprenalin zu einem Anstieg des intrazelluldren cAMP-Spiegels
filhrte. Wie in Kap. 1.3.1 beschrieben, stellt cAMP einen wichtigen Stimulator der
Reninsekretion dar.

Die Rolle der a-Adrenozeptoren in der Regulation der Reninsekretion ist nicht ganz klar, da
iiberwiegend Hemmung aber gelegentlich auch Stimulation nach a-Aktivierung beobachtet
wurde (Hackenthal et al., 1990). Die Hemmung der Reninsekretion durch a,-Adrenozeptor-
stimulation sollte iiber IP,-Bildung und folgende Freisetzung von Ca®" aus intrazelluliren
Speichern erfolgen (Churchill, 1990), woraufhin wahrscheinlich ein Einstrom von Ca®" aus
dem Extrazelluldrraum folgt. Dieser Weg wire konsistent mit der von Biihrle et al.
gefundenen Membrandepolarisation als Antwort auf o,-Stimulation (Biihrle et al., 1984,
1986). Der in einigen Fillen beobachtete stimulierende Effekt ist wahrscheinlich indirekt
iiber Prostaglandine, den Barorezeptormechanismus oder den renalen arteriellen Druck
vermittelt (Ubersicht Hackenthal et al., 1990). Bislang gibt es mehr Hinweise auf einen
hemmenden a-adrenozeptorabhingigen Weg in reninsezernierenden Zellen als fiir einen
stimulierenden Effekt, allerding steht der Beweis fiir die Anwesenheit von o.-Rezeptoren auf

den reninsezernierenden Zellen noch aus (Hackenthal et al., 1990).
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1.3.3.2 Macula Densa Mechanismus

1937 bemerkte Goormaghtigh die enge Nachbarschaft zwischen den Macula Densa (MD)-
Zellen und der afferenten und efferente Arteriole desselben Nephrons und vermutete
darauthin eine funktionelle Beziehung zwischen der Elektrolytzusammensetzung der
tubuldren Fliissigkeit an der MD und der Reninsekretionsrate. Die MD-Zellen sind
Tubuluszellen im aufsteigenden Ast der Henle‘schen Schleife direkt am Ubergang zum
distalen Tubulus. Sie stehen in engem Kontakt mit der afferenten und der efferenten
Arteriole, wenngleich sie nicht direkt mit thnen verbunden sind. Zwischen den MD-Zellen
und der afferenten bzw. efferenten Arteriole befinden sich extraglomerulére
Mesangiumzellen, die jedoch alle untereinander aber auch mit den Zellen der afferenten
Arteriolen tliber gap junctions verbunden sind (Forsmann und Taugner, 1977, zitiert in
Taugner und Hackenthal, 1989). Diese Lokalisation der MD-Zellen ist gut geeignet,
Veridnderungen in der tubuldren Elektrolytzusammensetzung zu erfassen.

Vander und Miller (Vander und Miller, 1964, zitiert in Taugner und Hackenthal, 1989)
stellten dann fest, dass die NaCl-Konzentration an der MD wesentlich geringer (ca. 30 mM)
ist als im Plasma. Bei Schwankungen des Salzhaushaltes im Korper kommt es zu
Verdnderungen der Natriumriickresorption im proximalen Tubulus, was wiederum zu
Anderungen der tubuliiren NaCl-Konzentration an der Macula Densa fiihrt. Ein Anstieg der
NaCl-Konzentration in diesem Bereich fiihrt dann zu zwei Effekten: Zum einen kommt es zur
Vasokonstriktion der afferenten Arteriole, zum anderen zur Hemmung der Reninsekretion
(Lorenz et al., 1990). Eine Abnahme der NaCl-Konzentration fithrt zur Zunahme der
Reninsekretion (Skott und Briggs, 1987; Lorenz et al., 1990). Diesen Mechanismus, der die
NaCl-Konzentration an der MD misst und den Widerstand der afferenten Arteriole sowie die
Rate der Reninfreisetzung anpasst, nennt man tubuloglomerulidren Feedback (TGF). Der
genaue Mechanismus fiir den TGF ist noch nicht geklart. Es gibt jedoch starke Hinweise,
dass das initiale Signal zur Ubermittlung des Effektes ein vermehrter transepithelialer
Ionentransport iiber den in der luminalen Membran der MD-Zellen lokalisierten Na™-2CI-K -
Cotransporter ist (Schnermann und Levine, 2003; Bell et al., 2003; Lorenz et al., 1993,
Persson et al., 1991).

Die weitere Modulation der Reninsekretion und die vaskuldre Antwort auf das MD-Signal

wird u.a. iiber Adenosin A,-Rezeptoren vermittelt. Adenosin konnte dementsprechend der
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Mediator der TGF-Antwort sein (Osswald et al., 1978). In Adenosin A,-Rezeptor-knock-out
Maiusen wird auch bei sehr hoher NaCl-Konzentration an der Macula Densa die Antwort
verhindert (Sun et al., 2001; Brown et al., 2001). Zum gleichen Schluss kamen Ren et al.
(2002) nach Experimenten an der afferenten Arteriole mit anhdngender MD des Kaninchens.
Trotz dieser Ergebnisse haben Nishiyama und Navar (2002) Zweifel daran, dass Adenosin
der Mediator ist. Sie halten ATP fiir den Mediator des TGF.

Uber den genauen Ursprung dieses Adenosins kann bislang jedoch nur spekuliert werden.
Steigt die Na'-Konzentration in der MD-Zelle an, so pumpt die in der basolateralen Membran
gelegene Na'-K -ATPase unter ATP-Verbrauch Na" aktiv in das Interstitium, wobei vermehrt
Adenosin entsteht (Osswald et al., 1982; Thomson et al, 2000; Sun et al., 2001; Brown et al.,
2001). Adenosin kann im Folgenden von den MD-Zellen freigesetzt werden, zur afferenten
Arteriole gelangen und hier dann die Reninsekretion iiber Adenosin A,-Rezeptoren hemmen

und eine Vasokonstriktion bewirken (siehe dazu S. 23).

1.3.3.3 Barorezeptormechanismus

Die Reninsekretion wird durch einen weiteren intrarenalen Mechanismus kontrolliert, den
Barorezeptormechanismus: Die Reninsekretion ist invers mit dem renalen Perfusionsdruck
verkniipft (Vander 1967 und Davies und Freemann, 1976, zitiert in Taugner und Hackenthal,
1989; Keeton and Campbell, 1981). Die Lokalisation und Funktionsweise dieses
Barorezeptors ist bis jetzt nicht genau identifiziert, jedoch scheint es sich nach bisherigen
Experimenten und Uberlegungen um einen ,,Stretch-“ oder auch ,,Dehnungs-“ Rezeptor zu
handeln (Tobian et al.,1960, zitiert in Kurtz, 1989; Fray, 1980). Dieser Sensor misst die
Wandspannung der afferenten Arteriole. Zwischen Nierenarteriendruck und Dehnungsgrad
der afferenten Arteriole gibt es eine direkte Korrelation. Es wird aus Experimenten an
reninsezernierenden Zellen, in denen diese auf zunehmende mechanische Reizung mit
Hemmung der Reninsekretion reagieren, geschlossen, dass es sich bei dem Sensor um
»dtretch-Rezeptoren auf den reninsezernierenden Zellen selber handeln konnte (Fray et al.,
1984, zitiert in Kurtz, 1989).

Fir die Signaltransduktion vom mechanischen Reiz der Membran zur Regulation der
Reninsekretion wird eine Anderung des Membranpotentials angenommen (Fray und Lush,

1984, zitiert in Kurtz, 1989). Reninsezernierende Zellen sind umgewandelte glatte
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Muskelzellen, und fiir glatte Muskelzellen wurde gezeigt, dass Dehnung durch die
Aktivierung nichtselektiver Kationenkanile eine Membrandepolarisation nach sich zieht
(Ubersicht Kurtz, 1989; Hamill und Martinac, 2001; Minke und Cook, 2001). Eine solche
Depolarisation konnte einen direkten hemmenden Einfluf auf die Reninsekretion haben und
/oder iiber einen Einstrom von Ca*" durch spannungsaktivierte Ca**-Kanile zum Anstieg von
[Ca?"]; fiihren (vgl. Kap. 1.3.1.2). Alternativ kénnte der mechanische Reiz auch direkt zu
einer Zunahme der Ca**-Permeabilitit der Zellmembran durch direkte Offnung von Ca*'-
Kanélen flihren und so die Reninsekretion hemmen (Kirber et al., 1988, zitiert in Kurtz,

1989).
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1.4  Fragestellung

Das Renin-Angiotensin-System ist, wie unter 1.3 beschrieben, neben dem sympathischen
Einfluss das wichtigste Effektorsystem zur Regulation des Blutdrucks. Zusétzlich spielt es
die entscheidende Rolle bei der Homoostase des Salz- und Wasserhaushalts des Menschen.
Die Aktivitdit des RAAS wird reguliert durch die Sekretionsrate des Renins, die von einer
Vielzahl verschiedener Faktoren kontrolliert wird (Kap. 1.3). Die Reninsekretion stellt eine
Besonderheit dar, weil hier, im Gegensatz zu anderen sekretorischen Systemen wie der -
Zelle oder dem synaptischen Bldschen, die Sekretion invers verkniipft ist mit der
intrazelluliren Ca**-Konzentration, das sogenannte Ca**-Paradox (Churchill, 1990). Folglich
ist Ca®" hier ein entscheidender sekundirer Botenstoff. Uber die Regulationsmechanismen
von Ca* in den reninsezernierenden Zellen ist trotz intensiver Forschung noch Vieles
unbekannt. So gibt es noch keine eindeutigen Erkenntnisse liber wesentliche Elemente der
Ca’"-Homdostase dieser Zellen, insbesondere auch iiber den Eintrittsweg von Ca®" in die
reninsezernierenden Zellen nach Stimulation durch die verschiedenen Mediatoren.

Einen wichtigen sekundiren Botenstoff in diesem System stellt das cAMP dar. Uber das
Zusammenspiel von cAMP und [Ca*"], bzw. dariiber, welcher von beiden Botenstoffen der
entscheidende sekundire Botenstoff beziiglich der Hemmung und Stimulation der Renin-
sekretion ist, herrscht ebenfalls noch Unklarheit.

Eine wichtige Bedeutung in der Kontrolle der Reninsekretion kommt dem Adenosin zu, das
als wesentlicher Vermittler der TGF-Antwort erkannt wurde und die Reninsekretion in
physiologischen Konzentrationen hemmt. Der Mechanismus dieser Hemmung, die iiber
Adenosin A,-Rezeptoren vermittelt wird, ist noch nicht abschlieend geklért. In Frage kimen
eine Abnahme von cAMP, eine Steigerung von [Ca*’]; und vielleicht eine Anderung von
Ionenleitfdhigkeiten, die zu einer Depolarisation fithren. Von besonderem Interesse hier war
der Einfluss von Adenosin auf die [Ca®‘]..

In dieser Arbeit sollten weitere Erkenntnisse iiber die Regulation der intrazelluliren Ca*'-
Konzentration in reninsezernierenden Zellen gewonnen werden. Dazu wurde an isolierten
Glomeruli mit anhidngender afferenter Arteriole [Ca*']; im Renin-positiven Bereich (RPB) der
afferenten Arteriole fluorimetrisch bestimmt. Die Nieren wurden von Ratten und Méusen
gewonnen, die liberwiegend salzarm erndhrt waren, um den RPB zu vergroBern. Im einzelnen

sollten folgende Fragen geklért werden:
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1.) Beeinflusst eine cAMP-Erhohung die intrazellulire Ca’*’-Konzentration? Nach den
Befunden am glatten Muskel sollte cAMP [Ca*]; senken. Die Beantwortung dieser Frage war

der Kernpunkt dieser Arbeit.

2.) Beeinflusst Adenosin die intrazellulidre Ca**-Konzentration und iiben Adenosin und das
wichtigste Effektorpeptid des Renin-Angiotensin-Systems, ANG II, eine synergistische
Wirkung auf [Ca*']; aus?

3.) Verfiigen reninsezernierende Zellen iiber Natrium-Protonen-Austauscher (NHE),
insbesondere liber den NHE2? In vivo und in vitro konnte gezeigt werden, dass der NHE2-
Inhibitor ,,1522% (Aventis) eine Hemmung der Reninsekretion aus den reninsezernierenden
Zellen bewirkt. Nicht geklart ist allerdings der Mechanismus, der zu dieser Hemmung fiihrt.
Durch fluorimetrische Messung des pH-Wertes in den reninsezernierenden Zellen sollte
untersucht werden, ob diese Zellen NHE, insbesondere den NHE2 besitzen und ob dessen
Blockade einen Einfluss auf den pH-Wert in der Zelle hat, der die Hemmung der

Reninsekretion erklaren wiirde.
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2 Material und Methoden

2.1 Material und Versuchstiere

2.1.1 Substanzen

Adenosin Sigma, Taufkirchen
Adenosindesaminase Roche Diagnostics, Mannheim
Albumin Sigma

ANG II Sigma

2-APB Tocris, Koln

BaCl, Fluka, Taufkirchen

BCECF (Acetoxymethylester)
CaCl,

Cariporid
N°-Cyclohexyladenosin

MoBiTec, Gottingen
Merck, Darmstadt
Aventis, Frankfurt

Sigma

Collagenase A Roche Diagnostics
Cyclopiazonsdure Sigma

db-cAMP Biolog, Bremen
D(+)-Glucose Merck

DiBAC,(3) MoBiTec

DMSO Merck

DPCPX Sigma

EGTA Sigma

Ethanol (99,9%) Uni-Apotheke, Tiibingen
Forskolin Aventis
Furosemid Sigma

Fura-2 (Azetoxymethylester) MoBiTec

Fura-2 (Kaliumsalz) MoBiTec
Gadolinium Sigma

H89 Sigma

HCl Fluka

HEPES Roth, Karlsruhe
IBMX Sigma
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Immersionsdl (ne23 1.518)
Isoprenalin

Isradipin

LysoSensor Green

KCl

KH,PO,

MgCl,

MgSO,

NaCl

Na-Gluconat

NaH-Austauscherblocker ,,1522

NaHCO,
Na,HPO,
NaH,PO,
NaOH
Na-Pyruvat
Nigericin
Ouabain
Pluronic-F127
Thapsigargin
ZM 241385

Leica, Wetzlar
Sigma

Novartis, Basel
MoBiTec

Merck

Riedel de-Haen, Taufkirchen
Merck

Merck

Merck

Fluka

Aventis

Fluka

Merck

Merck

Merck

Fluka

Sigma

Sigma

Sigma

Alomone, Miinchen

Tocris
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2.1.2 Losungen

HEPES gepufferte physiologische Salzlosung (Na-HEPES-PS):

NaCl 140 mM
KCl 2,8 mM
MgCl, 1 mM
CaCl, 1 mM
HEPES 10 mM
D(+)Glucose 11 mM

Die Substanzen wurden in 4500 ml A. bidest angesetzt, der pH-Wert mit NaOH auf 7,4

eingestellt und mit A. bidest auf 5000 ml aufgefiillt.

HEPES gepufterte physiologische Salzlosung mit Bicarbonat und Albumin (HEPES-PS-BA):

NaCl 85,2 mM
KCl1 2,8 mM
MgSO, 1 mM
CaCl, 1 mM
HEPES 5mM
D(+)-Glucose 5mM
Na-Pyruvat 2 mM
Na-Gluconat 19 mM
NaHCO, 24 mM
NaH,PO, 2 mM
Albumin 1 mg/ ml

Die Substanzen wurden in 4500 ml A. bidest angesetzt, der pH-Wert mit NaOH auf 7,4

eingestellt und mit A. bidest auf 5000 ml aufgefiillt.
Vor Gebrauch wurde 30 min mit Carbogen begast und anschlieBend der pH-Wert {iberpriift.

HEPES gepufferte physiologische Salzlosung mit Bicarbonat (HEPES-PS-B):
Wie HEPES-PS-BA ohne Albumin.

K-HEPES gepufferte physiologische Salzlosungen (K-HEPES-PS):

10 mM KCl1 60 mM KCl1 100 KCl 140 KCl
NacCl 132,8 82,8 42,8 2,8 mM
KCl 10 60 100 140 mM

Die Konzentrationen der anderen Salze entsprach der bei Na-HEPES-PS angegebenen.
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Die Substanzen wurden in 230 ml A. bidest angesetzt, der pH-Wert mit NaOH auf 7,4
eingestellt und mit A. bidest auf 2500 ml aufgefiillt.

Poly-L-Lysin-Ldsung
Die Substanz wurde als Stammlésung (1 mg/1 ml A. bidest) bei 8 °C autbewahrt und je nach

Bedarf weiter verdiinnt.

2.1.2.1 Losungen zur Messung der intrazelluliiren Ca’*-Konzentration

Fura-2-Férbelosung

Es wurden 40 pl einer 1 mM Fura-2-AM-Stammldsung (DMSO) mit 50 pl Pluronic (2 % in
DMSO) gelost und zu 1,91 ml HEPES-PS gegeben. Die Losung wurde gemischt und fiir ca.
2 min mit Ultraschall behandelt. Zu dieser Losung wurden 500 pl der Glomerula-Suspension

(in der jeweils verwendeten HEPES-PS) gegeben.

HEPES-PS + EGTA / HEPES-PS + EGTA ohne Ca (Kalibrierlosung)

HEPES-PS + EGTA HEPES-PS + EGTA ohne Ca

NaCl 20 mM 20 mM

KCl1 100 mM 100 mM
MgCl, 1 mM 1 mM
CaCl, 10 mM 0 mM
HEPES 20 mM 20 mM
EGTA 9 mM 9 mM
Fura-2 (K-Salz) 5uM 5uM

Die Substanzen wurden in 15 ml A. bidest. angesetzt, der pH-Wert mit NaOH auf 7,2

eingestellt und mit A. bidest. auf 20 ml aufgefiillt.
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20 mM Ca**-Puffer / 0 mM Ca*"-Puffer / 0 mM Ca**-Puffer + 60 mM K*

20 mM-Ca**-Puffer 0 mM Ca**-Puffer 0 mM Ca**-Puffer
+ 60 mM K*

NaCl 110 mM 132,5 mM* 75,3 mM**
KCl 2,8 mM 2,8 mM 60 mM
MgCl, 2 mM 2 mM 2 mM
CaCl, 20 mM 0 mM 0 mM
HEPES 10 mM 10 mM 10 mM
D(+)Glucose 11 mM 11 mM 11 mM
EGTA 0 mM 5mM 5mM

*7,5 mM NaCl weniger als Ausgleich fiir die Zugabe von 5 mM EGTA und die Titration mit
NaOH.

** 64,7 mM NaCl weniger als Ausgleich fiir die Zugabe von 5 mM EGTA, die Titration mit
NaOH und die Zugabe von 57,2 mM KCI.

Die Substanzen wurden in 230 ml A. bidest. angesetzt, der pH-Wert mit NaOH auf 7,4
eingestellt und mit A. bidest auf 250 ml aufgefiillt.

Adenosin in HEPES-PS
Die in HEPES-PS hergestellte 0,1 mM Stammlésung wurde je nach verwendeter
Konzentration mit der jeweiligen HEPES-PS verdiinnt. Die Losung wurde bei 8 °C

aufbewahrt und maximal an zwei aufeinander folgenden Tagen verwendet.

Adenosindesaminase
Es wurde eine 5 mg/ml Stammldsung (Glycerin/H,O = 50 : 50 v/v) verwendet, die mit
HEPES-PS auf die verwendete Konzentration verdiinnt wurde. Die Stamml6sung wurde bei

8 °C aufbewabhrt.

Albumin in HEPES-PS
Es wurde eine 0,01 %ige (w/v) Stammldsung in HEPES-PS hergestellt, die nur einen Tag

verwendet wurde.

ANG II in HEPES-PS
Es wurde eine 1 mM Stammlésung (DMSO/EtOH") hergestellt, die je nach verwendeter
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Konzentration mit der jeweiligen HEPES-PS verdiinnt wurde.

2-APB in Na-HEPES-PS
Es wurde eine 10 mM Stammldsung (DMSO) hergestellt.

N°-Cyclohexyladenosin in HEPES-PS

Es wurde eine 10 mM Stammldsung (EtOH) hergestellt, die zunichst mit EtOH auf 0,1 mM
und dann je nach verwendeter Konzentration mit der jeweiligen HEPES-PS verdiinnt wurde.
Die fertige HEPES-PS wurde nur einen Tag benutzt, die 0,1 mM Losung wurde bei 8 °C

aufbewahrt und maximal 4 Tage verwendet.

Cyclopiazonséure (CPA) in Na-HEPES-PS
Es wurde eine 10 mM Stammlésung (DMSO/EtOH") hergestellt.

db-cAMP 1 mM
db-cAMP wurde direkt in Na-HEPES-PS eingewogen.

DPCPX 100 nM in Na-HEPES-PS

Es wurde eine 10 mM Stammldsung (DMSO) hergestellt. Diese wurde zundchst mit DMSO
schrittweise auf 100 uM verdiinnt. Der Verdiinnungsschritt auf 10 uM erfolgte mit DMSO :
Na-HEPES-PS =1 : 1. Danach wurde mit Na-HEPES-PS auf 100 nM verdiinnt.

Forskolin in Na-HEPES-PS
Es wurde eine 10 mM Stammldsung (DMSO) hergestellt.

Gadolinium in Na-HEPES-PS
Es wurde eine 10 mM Stammldsung (H,O) hergestellt.

H89 in Na-HEPES-PS
Es wurde eine 10 mM Stammldsung (MeOH) hergestellt.
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IBMX 100 uM in Na-HEPES-PS
IBMX wurde direkt in 10 ml Na-HEPES-PS eingewogen, fiir 3 min mit Ultraschall behandelt
und anschliefend auf 100 ml aufgefiillt.

Isoprenalin in Na-HEPES-PS
Es wurde eine 10 mM Isoprenalin-Stammldsung (H,O) hergestellt, die jeden Tag frisch

zubereitet wurde.

107 M Isradipin in Na-HEPES-PS
Es wurde eine 1 mM Isradipin-Stammldsung (DMSO/EtOH") hergestellt.

10° M Ouabain
Die Substanz wurde direkt in Na-HEPES-PS eingewogen und im Ultraschallbad gelost.

Thapsigargin in Na-HEPES-PS
Es wurde eine 10 mM Stammldsung (DMSO/EtOH") hergestellt.

ZM 241385
Es wurde eine 10 mM Stammlésung (DMSO) hergestellt.

2.1.2.2 Losungen zur Messung des pH-Wertes
Pufferlosung zur Kalibrierung (MES-Losung / TRIS-Losung)

NaCl 2,8 mM
KCl1 142 mM
MgCl, 1 mM
CaCl, I mM
Puffer (MES / TRIS) 10 mM
D(+)-Glucose 11 mM

Die Substanzen wurden in 400 ml A. bidest angesetzt, der pH-Wert mit NaOH eingestellt und
mit A. bidest auf 500 ml aufgefiillt.

R,,-Losung = MES-Lo6sung: pH 5,1 mit MES-Puffer

R,..-Losung = TRIS-Losung: pH 9,1 mit TRIS-Puffer

max
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BCECF - Farbelosung

10 pl einer I mM BCECF-Stammlésung (DMSO) wurden mit 50 pl Pluronic (2 % in DMSO)
gelost und zu 1,94 ml Na-HEPES-PS gegeben. Die Losung wurde gemischt und fiir ca. 2 min
mit Ultraschall behandelt. Zu dieser Losung wurden 500 ul der Glomerula-Suspension (in der

jeweils verwendeten Na-HEPES-PS) gegeben.

Cariporid-Losung
Es wurde eine 10 mM Stammldsung (DMSO) hergestellt.

»1522%-(NHE2-Inhibitor)-Losung
Es wurden 10 pl einer 50 mM NHE2-Inhibitor-Stammldsung (DMSO) auf 100 ml Na-
HEPES-PS verdiinnt (Endkonzentration: Sum).

DMSO-Kontrolllsung
10 ul DMSO auf 100 ml mit Na-HEPES-PS aufgefiillt.

LysoSensor-Farbelosung
Es wurden 10 pl einer 1 M LysoSensor Green Stammlésung (DMSO) bei 37 °C zu 500 pl

Glomerula-Suspension gegeben.

NH,CI-Losung
In der Na-HEPES-PS wurden 10 mM NacCl gegen 10 mM NH,Cl ausgetauscht.

2.1.2.3 Losungen zur Messung des Membranpotentials

DiBAC,(3)-Farbelosung

Es wurden 25 ul einer 100 uM DiBAC,(3)-Stammldsung (DMSO/EtOH") mit 1,975 ml Na-
HEPES-PS gemischt; zu dieser Losung wurden 500 pl der Glomerula-Suspension (in Na-
HEPES-PS) gegeben.

Na-HEPES-PS + DiBAC,(3)
Es wurde eine 10 mM DiBAC,(3)-Stammldsung (DMSO/EtOH") hergestellt, die
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entsprechende Menge wurde in Na-HEPES-PS gegeben.

Isoprenalin 1 uM + 100 uM IBMX in Na-HEPES-PS + DiBAC,(3) 1 uM

Es wurde eine 10 mM Isoprenalin-Stammlosung (H,O) hergestellt, die jeden Tag frisch
hergestellt wurde.

IBMX wurde direkt in 10 ml Na-HEPES-PS eingewogen, fiir 3 min mit Ultraschall behandelt
und anschlieend auf 100 ml aufgefiillt.

ANG II 3 nM in Na-HEPES-PS + DiBAC,(3)
Es wurde eine 1 mM Stammlésung (DMSO/EtOH") hergestellt.

Ouabain 1 mM in Na-HEPES-PS + DiBAC,(3)

Die Substanz wurde in Na-HEPES-PS eingewogen, im Ultraschallbad gelost, mit Na-
HEPES-PS auf 99,99 ml aufgefiillt und anschlieBend wurde 10 pl einer 10 mM DiBAC,(3)-
Stammlésung (DMSO/EtOH") zugegeben.

" DMSO und EtOH wurden im Verhiltnis 1 : 1 (v/v) verwendet.

2.1.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten médnnliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River Deutschland
GmbH) mit einem Korpergewicht von 200 - 400 g.

Weiterhin wurden ménnliche CD-1 Méuse, sowie méannliche C57-Méuse (beides Charles
River Deutschland GmbH) mit einem Kdrpergewicht zwischen 20 - 35 g verwendet. Fiir eine
weitere Versuchsreihe wurde mit Nieren weiblicher Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Méuse
(A,;AR-/-) und Wildtypmause aus dem gleichen Wurf (A,R+/+) (Sun et al., 2001, iiberlassen
von PD Dr. Vallon, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen) mit einem
Korpergewicht zwischen 18 - 26 g gearbeitet. Diese Tiere stammen aus einer Subkolonie des
Originalstammes von Sun et al. (2001) am NIH. Die Tiere wurden durch heterozygote
Kreuzung vermehrt, so dass der genetische Hintergrund immer eine Kombination aus
129Sv/J und C57BL/6 ist. Die Genotypisierung erfolgte durch PCR von DNA aus dem

Schwanz.
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Die Tiere wurden bei einer Raumtemperatur von 22 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von
ca. 60 % und einem 12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Die Versuchstiere hatten
jederzeit freien Zugang zu Trinkwasser. Sehr hdufig wurde mit salzarm ernédhrten Tieren
gearbeitet: Nach einer einmaligen Furosemid-Applikation (Ratte: 10 mg/kg, i.p., Maus:

25 mg/kg, 1.p; die Applikation wurde zunédchst von Frau PD Dr. med. M. Albinus, Institut fiir
Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen, durchgefiihrt) erhielten die Tiere fiir mindestens
zwei Wochen eine kochsalzarme Didt (Altromin C1036: 150 mg/kg Na®, 3 mg/kg CI).
Kontrolltiere hatten Standarddidt (Altromin Standard C1324: 2,5 g/kg Na“, 3,6 g/kg CI),

andere Tiere erhielten eine kochsalzreiche Diét (Altromin C1051).

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung der Glomerula mit anhingender afferenter Arteriole

Sowohl Ratten als auch Méuse wurden durch cervicale Dislokation und Dekapitation getotet.
Nach dem Ausbluten der Tiere wurden die Nieren nach einem medianen Bauchschnitt
entnommen und in der jeweils verwendeten HEPES-PS bei 37 °C aufbewahrt. Bei den
Maiusen wurden beide Nieren sofort verwendet, bei den Ratten wurde eine Niere sofort
prépariert, die zweite in jeweiliger HEPES-PS bei 8 °C bis zum néchsten Tag aufbewahrt. Ab
dem 22.03.01 wurde dazu iibergegangen, jeden Tag eine frische Niere zu verwenden, da die
afferenten Arteriolen am zweiten Tag oft keine oder nur eine schwache Reaktion auf ANG II
zeigten.

Zur Vermeidung von Kontaminationen des Préparates (z.B. Proteasen, Keime) sowie zur
Vermeidung von Infektionen wurde mit Latex-Handschuhen (Baxter Healthcare Corp., CA,
USA) und unter dem Abzug gearbeitet.

Zur Isolierung der Glomerula mit anhingender afferenter Arteriole wurde die enzymatische
Praparation nach Kurtz und Penner (1989) bzw. Russ et al. (1999) verwendet. Die Nieren
wurden von der Kapsel befreit, lings mit einer scharfen Rasierklinge halbiert und das
nichtbenotigte Gewebe (Calyx, Pelvis) entfernt. AnschlieBend wurden die Nierenhélften mit
der Schnittfliche nach unten mit einer Rasierklinge zerkleinert und in die jeweilige auf 37 °C
vorgewarmte HEPES-PS, die 1 mg/ml Collagenase A enthielt, iiberfiihrt. Es folgte
Inkubation bei 37 °C im Schiittelwasserbad fiir 55 min bei Nierenstiicken einer frisch

entnommenen Niere, fiir 30 min bei Nierenstiicken einer bei 8 °C fiir einen Tag aufbewahrten
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Niere sowie bei den Nieren von Miusen. Das Gewebe der 24 h alten Niere, ebenso das
Gewebe der Mausnieren besitzt nicht (mehr) die gleiche Festigkeit wie das einer frischen
Rattenniere. Nach dieser Inkubation wurde die Suspension iiber Siebe der Maschenweiten
200 pm und 125 um gefiltert. Die Glomerula der Ratte wurden dann auf einem Sieb der
Maschenweite 63 um aufgefangen, die der Maus auf einem Sieb der Maschenweite 43 pum,

in die jeweilige HEPES-PS {iberfiihrt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2.2.2 Isolierung langer Gefifle aus Rattennieren
Die Préparation wurde durchgefiihrt wie in Kap. 2.2.1 beschrieben. Es wurde jedoch ein

viertes Sieb (Maschenweite 43 pm) verwendet, auf dem die GefaBstiicke aufgefangen wurden

2.2.3 Fluoreszenzmessung mittels Fluoreszenzmikroskopie

2.2.3.1 Messapparatur

Fluoreszenz ist ein Prozess, bei dem fluoreszierende Molekiile, sog. Fluorochrome,
energiereiche Strahlung absorbieren (Absorptionsspektrum) und anschlieBend diese
aufgenommene Energie in Form energiedrmerer Strahlung bei lingeren Wellenldngen
emittieren (Emissionsspektrum). Dabei werden durch die zugefiihrte Lichtenergie Elektronen
in hohere Energiezustinde angehoben und beim Riicksprung, der in Stufen erfolgt,
energiedrmeres Licht emittiert (Stokes-Verschiebung); es resultiert ein Emissionspektrum.
Um Fluoreszenz auszunutzen, bendtigt man eine Energiequelle zur Erzeugung von
Anregungsstrahlung, ein Fluorochrom und einen Detektor zum Auffangen des
Emissionslichtes. Zur Erzeugung der Anregungsstrahlung und zur Detektion des Emissions-
lichtes wurde eine von Photon Technology International (PTI, NJ, U.S.A) entwickelte Mess-
apparatur verwendet.

Der Strahlengang ist in Abb. 2.1 dargestellt. Der Lichtstrahl der 75 W Xenon-
Kurzbogenlampe (1) (XBO 75W / 2 OFR, Osram, D), die in diesem System als Lichtquelle
dient, kann durch einen Verschluss (2) unterbrochen und die Lichtmenge durch eine
Ringblende (3) reguliert werden. Wurde die Anregung mit nur einer Wellenlédnge bendtigt
(Messung des pH-Wertes in den Vesikeln mit LysoSensor Green, Membranpotentialmessung
mit DiBAC,(3)), so fiel der Lichtstrahl bei ge6ffnetem Verschluss durch die Ringblende in

einen Monochromator. War die Anregung auf zwei Wellenldngen erforderlich, wie bei der
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Lichtquelle

Verschlufy

Ringblende

Spiegel

Spiegelrad

Monochromatoren (Mono 1/ 2)
Dichroischer Spiegel

Objektiv

Praparat

Sperrfilter

Photomultiplier (PMT) / Kamera (CAM)
Computer

------ »  Kurzwelliges Anregungslicht

- — — —» Langwelliges Emissionslicht

——»  Elektrisches Signal

Abb. 2.1 Funktionsprinzip der Messaparatur (nach Rauch, 2000)

-~ — .- Steuerung durch Computer
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Messung der [Ca**], und des intrazelluliren pH-Wertes, so wurde das Licht abwechselnd mit
Hilfe eines drehenden Spiegelrades (5) in die beiden Monochromatoren gelenkt. Das
Spiegelrad ldsst je nach Stellung den Lichtstrahl in einen Monochromator passieren oder
reflektiert ihn in den anderen Monochromator. Verwendet wurden Gittermonochromatoren,
die das auf das Beugungsgitter auftreffende Licht der Wellenldnge entsprechend auftrennen.
Uber die Software kann die Stellung des Gitters eingestellt und somit Licht der gewiinschten
Wellenlénge erzeugt werden. Sowohl die ein- als auch die austretende Lichtmenge kann iiber
die Blenden an den Ein- und Ausgidngen der Monochromatoren reguliert werden. Die
Blenden waren so eingestellt, dass die Intensititen der beiden Wellenldngen vergleichbar
waren. An den Ausgéngen waren die Blenden maximal gedffnet, um die gesamte Menge des
Anregungslichtes filir die Messung zur Verfiigung zu haben. Dariiber hinaus kann an den Ein-
und Ausgédngen der Monochromatoren die Spaltbreite eingestellt werden, was zur Einstellung
der Bandbreite des Lichtes dient. Eine Anderung der Spaltbreite um 1 mm bewirkt bei den
hier verwendeten Monochromatoren eine Anderung der Bandbreite um 4 nm.

Von den Monochromatoren aus gelangt das Anregungslicht iiber einen Lichtleiter zu einem
inversen Mikroskop (Diaphot 300, Nikon, Japan), in dem das kurzwellige Anregungslicht
iiber einen dichroischen Spiegel (7) als Strahlteiler zu einem Fluoreszenz-
Olimmersionsobjektiv (N.A.: 1.3, CF Fluor 40 x, Nikon / 1.3, Plan Fluor 100 x, Nikon)
gelenkt wird, durch welches das Licht zum Pridparat (9) gelangt. Das mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gefdrbte Préparat wird durch das eintreffende Licht angeregt und
emittiert einen Teil der Energie wieder als Emissionslicht. Dieses gelangt durch das Objektiv
(8) zuriick zum dichroischen Spiegel, durchdringt ihn und trifft auf einen nachgeschalteten
Emissionsfilter, der das Licht auf ein enges Wellenldngenband einschrinkt, so dass nur das
emittierte Licht durchtritt. Dieses wird mit einer Restlichtkamera (IC-200, PTI) detektiert,
welche die optischen Signale digitalisiert, verstarkt und an einen Computer weiterleitet. Der
Computer dient zur Steuerung der Aufnahme, zur Datenspeicherung und -auswertung (Abb.
2.1).

Es wurden wéhrend des Experiments Bilder des gesamten Glomerulums inklusive afferenter
Arteriole aufgenommen. Zur Auswertung wurde dann der Bereich der afferenten Arteriole
direkt am Eintritt in das Glomerulum ausgewihlt und als ROI (Region of interest) festgelegt

(Abb. 2.2). Nur in diesem Bereich, der 4 - 6 Zellen umfasste, wurde die Anderung der
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Fluoreszenzintensitdt gemessen. Zu Beginn jedes Experiments wurde ein Hellfeldbild vom
Glomerulum aufgenommen, um anschlieBend die ROI besser festlegen zu kénnen. Dabei
wurden zur Reduktion der Lichtintensitét drei Graufilter (ND 2A, ND 16A, ND 32, Nikon)
in den Strahlengang eingefiihrt.

"'- %
_Glomerulum

Abb. 2.2 Hellfeldbild eines isolierten Glomerulums mit anhangender afferenter Arteriole (AA) aus der
Niere einer kochsalzarm ernahrten Ratte.

Im distalen Abschnitt, hier als ROI (Region of Interest) gekennzeichnet, sind die reninsezernierenden
Zellen lokalisiert. In diesem Bereich, der variabel ausgewahlt werden konnte, wurde das
Fluoreszenzsignal gemittelt und in die Ca®-Konzentration (Membranpotential, pH-Wert)
umgerechnet. Die Aufnahme erfolgte mit einer Restlichtkamera (IC-200, PTI) unter Verwendung
eines 100 x Olimmersionsobjektivs (N.A.: 1.3, CF Fluor Plan, Nikon).

Fiir alle Fluoreszenzmessungen wurde eine speziell angefertigte Perfusionskammer aus
Edelstahl (Abb. 2.3; Werkstatt des Institutes fiir Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen)
verwendet. In diese wurden Deckgliser ( 30 mm, Assistent, Sontheim) eingesetzt, die als
Kammerboden dienten und zum besseren Haften der Zellen mit 120 pl einer mit A. bidest

1 : 6 verdiinnten Poly-L-Lysin-Stammldsung (1 mg/ml) beschichtet waren. Der Zulauf'in die
Kammer erfolgte tiber ein Schlauchsystem, das am Ende in eine Injektionsnadel miindete.
Die Vorratsgefiale waren iiber einen Schlauch mit anschlieBendem Tropf mit diesem
Schlauchsystem verbunden. Nach dem Tropf, der einen blasenfreien konstanten Zulauf in die

Kammer garantierte, flihrte der Zulaufschlauch durch eine 50 ml Perfusorspritze, die mit
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@ Schraubverschluf3
\_—/

© Kunststoffring
© Deckglas
© Dichtung
@ Metallkammer

Abb. 2.3 Aufbau der Perfusionskammer (nach Rauch, 2000)

einem Wasserbad verbunden war und die Losungen so auf 37 °C vorgewdrmt werden
konnten. Als Vorratsbehélter dienten ein 500 ml-Kunststoffgefal fiir die Pufferlosung sowie
sechs 50 ml Perfusorspritzen, die iiber Drei-Wege-Héhne miteinander verbunden waren.
Uber diese Hiihne konnte der Zulauf der einzelnen Losungen kontrollierte werden. Sie waren
an einer

Metallstange befestigt und befanden sich 20 cm oberhalb der Perfusionskammer, so dass die
Gravitation als treibende Kraft fiir den Losungsfluss diente. Die Absaugung aus der
Perfusionskammer bestand aus einer Injektionsnadel, die {iber einen diinnen Schlauch in ein
Auffanggefdl miindete. Dieses war mit einer Membranluftpumpe verbunden, iiber die ein
Unterdruck erzeugt wurde, der ein gleichméfBiges Absaugen der Badlosung garan-

tierte (Abb. 2.4).
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1 VorratsgefaRe 6 Absauge 81 : 9

2 Tropf 7 Mikroskoptisch V

3 Wasserbad mit Thermostat 8 Auffanggefal

und Warmespirale (37 °C) 9 Pumpe

4 Zulauf

5 Perfusionskammer

Abb. 2.4 Darstellung des Lésungsflusses

2.2.3.2 Messung der intrazelluliren Ca** -Konzentration [Ca*"];

22321 Firbung der afferenten Arteriolen und Messung der intrazelluliren Ca* -

Konzentration

Das Mikroskop wurde fiir die Messung der [Ca’"], mit einem dichroischen Spiegel
(430DCLPO2, Omega Optical, VT, U.S.A) und einem Interferenzsperrfilter (510WB40,
Omega Optical) ausgestattet. Die Anregungswellenlidngen betrugen 340 + 5 nm und 380 + 5
nm; die Intensitdt des emittierten Lichtes wurde im Bereich von 490-530 nm gemessen.

Die [Ca*'], wurde mit Hilfe des Ca*"-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2 (1-[2-(5-
Carboxyoxazol-2-yl)-6-aminobenzofuran-5-oxy]-2-(2"-amino-5"-methylphenoxy)-ethan-
N,N,N’,N’-tetraessigsiure), Molecular Probes; Abb. 2.5) gemessen. Fura-2 ist ein Ca*'-
Chelator, der Ca®" mit vier Carboxylgruppen bindet. Die Substanz ist sehr selektiv fiir Ca*"

gegeniiber Magnesium und nahezu unempfindlich fiir pH-Schwankungen im physiologischen

Bereich. Die Ca®*-Affinitit ist sehr giinstig fiir physiologische Messungen, da die Dissozia-
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Abb. 2.5 Dargestellt ist das Anregungsspektrum von Fura-2 in Ca?*-geséttigter (A) und Ca*'-freier (B)
Lésung bei pH 7,2, sowie die Strukturformel von Fura-2 (C).

Bei Bindung von Ca®" wird das Anregungsspektrum hin zu kiirzeren Wellenléangen verschoben (vgl.
Text).

Anregungsspektern gemessen bei: A, = 490 - 535 nm

tionskonstante etwa bei 0,14 pM liegt, also in dem Bereich zelluldrer Ca**-Signale (0,1 -
1 uM). Fura-2 wird als Azetoxymethylester (Fura-2-AM) in ungeladener, lipophiler und
somit membrangéngiger Form in die Zelle durch Diffusion eingebracht. Im Cytosol kommt
es dann zur Anreicherung des Farbstoffs, da der Azetoxymethylesterrest durch endogene,
unspezifische Esterasen abgespalten wird und Fura-2 dann in der geladenen Form nicht mehr
durch die Plasmamembran diffundieren kann.

Die Farbung der Glomerula-Suspension erfolgte mit 16 uM Fura-2-AM + 0,04 % des
Detergens Pluronic F-127 in der jeweiligen HEPES-PS fiir 60 min bei Raumtemperatur. Nach
dem Ende der Farbstoffbeladung wurde der Uberstand der Firbeldsung entfernt und die
Glomerula wurden vor der Messung noch 30 min bei Raumtemperatur mit HEPES-PS
gewaschen.

Bei der Messung von [Ca®'], mit Fura-2 macht man sich zunutze, dass die Bindung von Ca**
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das Anregungsspektrum des Farbstoffs zu kiirzeren Wellenliingen verschiebt. In Ca*'-freier
Losung (freier Farbstoff) liegt das Absorptionsmaximum bei 365 nm, bei hoher Ca*-
Konzentration (Ca*"-Fura-2-Komplex) verschiebt sich das Maximum auf 340 nm; der
isosbestischen Punkt liegt bei 360 nm; hier ist die Fluoreszenz unabhingig von der Ca*'-
Konzentration (Abb. 2.5).

Angeregt wurde bei 340 und 380 nm; bei 340 nm fluoreszieren beide Spezies (wobei der
Ca**-Fura-2-Komplex mehr beitrigt), bei 380 nm sieht man ganz iiberwiegend den freien
Farbstoff (Abb. 2.5). Die sehr geringe Fluoreszenz des Ca**-Fura-2-Komplexes bei 380 nm
wird in diesen Kurven (Quelle: MoBiTec, www.mobitec.de) nicht so deutlich wie in anderen
Darstellungen (vgl. z.B. Grynkiewitz et al. 1985), aber auch die in unserer Apparatur
ermittelten hohen R, -Werte (s.u.) bestdtigen diese Charakteristik. Weiterhin wird die
Fluoreszenzintensitét bestimmt durch die Zelldicke (d), die Konzentration des Farbstoffs (c)
und eine Konstante (K), die die optischen Eigenschaften der Messapparatur zusammenfasst,
wobei jedoch d, ¢ und K unbekannt sind. Wird aber in kurzer Zeitfolge die Intensitit bei 340
und bei 380 nm gemessen, so kann man davon ausgehen, dass sich die unbekannten
Parameter nicht unterscheiden. Es kann der Quotient (Ratio R) aus den
Fluoreszenzintensitdten der beiden Anregungswellenldngen F340 und F380 gebildet werden
(,,Ratio* Methode), der iiber die Gleichung nach Grynkiewitz (Grynkiewitz et al. 1985) mit

der Ca**-Konzentration verkniipft ist:

[Ca*];=Kp x (R-R,;)/ (R, — R) x (Sf2/ Sb2) (§))
Ky = Dissoziationskonstante des Fura-2-Ca*"-Komplexes
R = F 340/ F 380
R, = F 340 / F 380 bei sittigender Ca*-Konzentration
R, = F 340/ F 380 bei Ca**-freier Losung
(S£2/Sb2) = Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen bei 380 nm Anregung von

Ca’"-freiem / Ca*-gebundenem Farbstoff

22322 Zellfreie Kalibrierung des Systems
Wie von Carmines et al. (1993) durch Messungen an Arteriolen der Kaninchenniere und

Rauch (2000, DA) durch Messungen an reninsezernierenden Zellen der Ratte beschrieben



52 2. Material und Methoden

wurde, ist eine intrazelluldre Kalibrierung des Fura-2-Signals in glatten Muskelzellen mit
Problemen behaftet, weswegen eine zellfreie Kalibrierung nach der von Grynkiewitcz et al.
(1985) beschriebenen Methode durchgefiihrt wurde.

Der K,-Wert von Fura-2 wurde von Rauch (2000) mit unserer Apparatur ermittelt. Der so
ermittelte K,-Wert von 192 nM, ein Wert der nahe am dem meist verwendeten Wert von
224 nm (Grynkiewitz et al. 1985) liegt, wurde allen Berechnungen der [Ca*"]; zugrunde
gelegt.

Bestimmung von R,;,, R,.., und (Sf2 / Sb2) im Juni 2000
Objektiv 100x

R, 0,51

R, 12,50

(Sf2/Sb2): 9,2

Diese Werte galten fiir folgende Experimente:
3.1.1,3.3,35

Erneute Bestimmung von R, ., R,... und (Sf2 / Sb2) nach Aufstellen der Apparatur in einem
anderen Labor im Mai 2001

Objektiv 100x

Rin: 0,74

R, 16,94

(Sf2/Sb2): 8,63

Diese Werte galten fiir folgende Experimente:

32,334,354

Erneute Bestimmung von R, R,.,, und (Sf2 / Sb2) nach erneutem Umzug mit der Apparatur
im August 2001

Objektiv 100x

Rin: 0,52

R 15,41

(Sf2/Sb2): 10,32

Diese Werte galten fiir folgende Experimente:

3.12,3.3.3,3.4,3.54.3,3.5.5,3.6,3.7
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22323 Auswertung der Ca’*-Antworten - Bestimmung der PeakgrdBe und Fliche
Bei den meisten Experimenten wurde mit einem Doppelstimulationsprotokoll gearbeitet, bei
dem zunichst mit einer Kontrollsubstanz stimuliert wurde. Nach einer Auswaschphase wurde
mit der zu untersuchenden Substanz / Substanzgemisch stimuliert (Abb. 2.6).

Je nach Fragestellung erfolgte die Quantifizierung der Antwortgrof3e durch Bestimmung der
Hoéhe (,,Peak®) oder der Flache unter der Kurve (,,AUC*). Zur Erfassung der Hohe wurde
zunichst die Differenz der Maximalwerte und der Basiswerte in nM bestimmt (A[Ca**], =
Peak (nM)). Die Antwort der Untersuchungssubstanz wurde in Prozent der Kontrollantwort
angegeben (Peak, x 100 /Peak, (%) = A[Ca*"]; (%)). Die Flichenbestimmung erfolgte nach
der Wiegemethode. Dazu wurde die Basislinie extrapoliert, und der Bereich unter der Kurve
(AUC, vom Beginn der Anderung der Antwort bis der Messwert wieder die Basislinie
erreicht hatte) ausgeschnitten und gewogen. Auch hier wurde die Flache der Antwort auf die
zu untersuchenden Substanz in Bezug auf die Antwort auf die Kontrollsubstanz bestimmt
AUC, (Untersuchungssubstanz) x 100 / (AUC, (Kontrollsubstanz)]. Dieser Wert wurde als
AUC, (%) bezeichnet. AUC2 (%) bzw. A[Ca®], (%) wurden aus den Einzelwerten jedes
Experiments ermittelt. Von allen Werten (AUC,, AUC,, AUC, (%), A[Ca**], 1, A[Ca*], 2,
A[Ca®]; (%)) wurden anschliessend die Mittelwerte und der S.E.M (standard error of the

mean) berechnet und in einer Tabelle erfasst.

200 -
_ 150
=
£
g‘(ﬁ
O,100 H
50 Gabe Gabe
Kontrollsubstanz Untersuchungssubstanz
I 1 I 1 I
0 5 10 15 20

Zeit (min)

Abb. 2.6 Darstellung der Datenauswertung

Zunéchst wurde fir jeden Peak (= Erhéhung von [Ca?*]) eine individuelle Basislinie gezogen und so
der Basiswert (BW) erfasst. AnschlieRend wurde der Maximalwert (MW) der Erhéhung von [Ca?*],
(nM) bestimmt. Bildet man die Differenz der beiden Messwerte (Maximalwert - Basiswert), so erhalt
man die Anderung von [Ca®] (nM), die als [Ca®*], Peak (nM) bezeichnet wurde. Mit Hilfe der
Wiegemethode (vgl. Text) wurde die Flache unter der Kurve (AUC) bestimmt, also der Bereich
zwischen der individuellen Basislinie und der Kurve.
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2.2.3.3 Messung des intrazelluldren pH-Wertes [pH]

22331 Farbung der afferenten Arteriole und Messung des [pH];

Um den [pH], mit dem Carboxyfluoreszein Derivat BCECF zu messen, wurde ein
dichroischer Spiegel (DM 505, Nikon) und ein Langpassfilter (BA 520, Nikon) verwendet.
Die durch die 75 W Xenon-Kurzbogenlampe (XBO 75 W / 2 OFR, Osram, D) erzeugte
Anregungsstrahlung wurde mittels zweier Monochromatoren, durch die das Licht
abwechselnd geleitet wurde, in zwei Wellenldngen (450 nm und 490 nm) aufgespalten. Die
Intensitdt des emittierten Lichtes wurde mit einer Restlichtkamera (Abb. 2.1) bei einer
Wellenlédnge von ~ 535 nm gemessen.

Zur Bestimmung des [pH]; wurde der pH-sensitive Fluoreszenzfarbstoff BCECF (2,7 -bis-
(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein, Molecular Probes; Abb. 2.7) verwendet. Wie
Fura-2 wird BCECF als Azetoxymethylester durch Diffusion in die Zelle eingebracht und
durch endogene Esterasen kommt es im Cytoplasma zum Abspalten der Estergruppen. Die so
entstehenden vier bis fiinf negativen Ladungen des BCECF werden bei pH 7 - 8 nicht oder
nur teilweise protoniert (die fiir die Fluoreszenz relevante pK, ist 6,98), so dass der Farbstoff
als Anion vorliegt und, da er in dieser hydrophilen Form nicht mehr durch die Membran
diffundieren kann, sich im Cytosol anreichert. Die Farbstoffbeladung erfolgte mit 4 uM
BCECF AM + 0,04 % des Detergens Pluronic F127 in Na-HEPES-PS fiir 60 min bei
Raumtemperatur. Die Glomerula wurden nach der Farbstoftbeladung vor der Messung noch
fiir 30 min in HEPES-PS bei Raumtemperatur gewaschen.

BCECEF ist aufgrund seines pK,-Wertes fiir die pH-Messungen im Cytosol geeignet. Der
Farbstoff weist im Alkalischen in ionisierter Form andere Fluoreszenzeigenschaften auf als
im Sauren in protonierter Form. Das Maximum des Anregungsspektrums liegt bei 490 nm
und wird mit zunehmender Protonierung hin zum ldngerwelligen Bereich verschoben (Abb.
2.7). Die Verschiebung des Anregungsspektrums ermdglicht auch hier eine Anregung mit
zwei verschiedenen Wellenldngen (450 nm und 490 nm). Die bei 490 nm gemessene
Intensitdt nimmt im Sauren ab, im Alkalischen zu; die bei 450 nm gemessene Intensitit
verandert sich kaum, d. h. beide Formen, protoniert und unprotoniert tragen dhnlich bei (Abb.
2.7). Der Quotient der Fluoreszenzintensitidten beider Anregungswellenldngen (,,Ratio-
Methode*) R = F490 / F450) ist tiber die Gleichung nach Grynkiewitcz (Grynkiewitcz et al.,
1985) direkt mit der Protonenkonzentration ([H],) verkniipft (vgl. Gl. 1)
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[H]; = Kp X (R = Rpp) / (R =R) x (S,2/5,2) 1)
(Sacicic2 / Spasic2) = Verhdltnis der Fluoreszenzintensititen bei 490 nm Anregung von
protoniertem / unprotoniertem Farbstoff. Die so erhaltenen Werte wurden von der Software

(Imagemaster) in den pH-Wert umgerechnet.
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Abb. 2.7 Dargestellt ist das Anregungsspektrum von BCECF in saurem (pH 5,5; B) und alkalischem
(pH 9; A) Medium sowie die Strukturformel von BCECF (C). Das Maximum des Anregungsspektrums
liegt bei 490 nm und wird mit zunehmender Protonierung im sauren Medium hin zum langerwelligen
Bereich verschoben und die Fluoreszenzintensitat nimmt ab (vgl. Text).

Anregungsspektrum gemessen bei A, = 535 nm.

22332 Intrazelluldre Kalibrierung des Sytems

Es wurde eine in vivo Kalibrierung des Systems mit Kalium (140 mM) / Nigericin (25uM)
durchgefiihrt. Dazu wurden die reninhaltigen Zellen mit Nigericin, einem Ionophor fiir
Kalium und Protonen, behandelt, so dass sie nicht mehr in der Lage waren, den [pH]; zu
regulieren. Werden die Zellen dann mit verschiedenen pH-Ldsungen superfundiert, so kann
man davon ausgehen, dass intrazelluldr derselbe pH herrscht wie extrazellulér.

Zur Kalibrierung wird eine Losung mit niedrigem pH-Wert (5,1) und eine mit hohem pH-
Wert (9,1) verwendet; auf diese Weise erhélt man das Fluoreszenzmaximum (R, ) und
—minimum (R,;,), sowie (S,2 / S,2), mit dem man dann die pH-Werte berechnen kann (Kap.

2.2.3.3.1).
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22333 Auswertung der pH-Anderung - Bestimmung der pH-Differenz

Zur quantitativen Auswertung wurden die pH-Werte am Ende der priméiren Superfusion mit
HEPES-gepufferter physiologischer Salzlosung und am Ende der Gabe der NHE-Inhibitoren
bzw. der Losungsmittelkontrollen herangezogen (Abb. 2.8). Bestimmt wurde der mittlere pH-
Wert wihrend der letzten Minute der Puffergabe und wihrend der letzten Minute der
Substanz-/Losungsmittelgabe. Diese beiden pH-Werte wurden jeweils mit dem nicht-
parametrischen U-Test von Mann-Whitney fiir gepaarte Messwerte auf signifikante
Unterschiede iiberpriift. Weiterhin wurde die Differenz der beiden Werte gebildet und
Substanz- und Losungsmittelgabe miteinander vergleichen (nicht-parametrischer U-Test von

Mann-Whitney fiir nicht-gepaarte Messwerte).

7,7 9
7,6 pH-Wert
’ pH-Wert Substanz /
Kontrolle Losungsmittel
7,5 1
=
=
I 741
Q.
7,3 1
7,2
Substanz-/ LM-Gabe
]
7,1 =T T T T T
0 5 10 15 20
Zeit [min]

Abb. 2.8 Bestimmung des pH-Wertes und der pH-Differenz

Der Mittelwert des pH-Wertes der letzten Minute der Superfusion mit HEPES-gepufferter
physiologischer Salzlésung (pH-Wert-Kontrolle) und der letzten Minute der Superfusion mit der
Substanz/Lésungsmittel (pH-Wert Substanz/Lésungsmittel) wurde bestimmt und auf signifikante
Unterschiede getestet. Weiterhin wurden die Differenzen der pH-Wert-Paare gebildet (pH-Wert
Kontrolle minus pH-Wert Substanz und pH-Wert Kontrolle minus pH-Wert Losungsmittel) und auf
signifikante Unterschiede verglichen.

Bei den NH,Cl-Doppelpulsen wurde die Geschwindigkeit der Realkalisierung mit und ohne
NHE2-Inhibitor ,,1522° bestimmt. Bestimmt wurde dazu die Zeitkonstante der

Realkalisierung durch Anpassung einer Exponentialfunktion jeweils von Anstiegsbeginn iiber
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5 Minuten. Die jeweilige Praparation wurde durch einen erste NH,Cl-Puls standardisiert und
dann die relative Realkalisierungsgeschwindigkeit des zweiten Pulses mit und ohne ,,1522%-
Gabe bestimmt. Diese Verhéltnisse mit und ohne ,,1522° wurden auf signifikante

Unterschiede iiberpriift (t-Test).

2.2.3.4 Messung des pH-Wertes in den reninhaltigen Vesikeln

Um den pH-Wert in den reninhaltigen Vesikeln zu messen, deren pH-Wert mit 5,5 unter dem
im Cytosol vorherrschenden pH-Wert liegt, wurde der Fluoreszenzfarbstoff LysoSensor
Green DND-189 (MoBiTec, www.mobitec.de; Handbook of Fluorescent Probes and
Research Chemicals) verwendet. Sein pK -Wert liegt bei 5,2 und es kénnen pH-Anderungen
im Bereich von 4,5 - 6,0 gemessen werden. LysoSensor Green ist eine schwache Base und
wird selektiv in sauren Zellorganellen angereichert. Im Sauren nimmt die Fluoreszenz dieses
Farbstoffs zu und er zeigt nahezu keine Fluoreszenz auBBerhalb der sauren Zellorganellen.
Das Mikroskop wurde fiir diese Messungen mit einem dichroischen Spiegel (430DCLPO?2,
Omega Optical, VT, USA) und einem Interefrenzbarrierefilter (S10WB40, Omega Optical)
ausgestattet. Die Anregungswellenldnge betrug 430 nm.

Die Farbung der Glomerula-Suspension erfolgte mit 750 nM LysoSensor Green fiir 30 min
bei 37 °C. Die Féarbung wurde durch Zugabe der HEPES-gepufferten physiologischen
Salzlosung (HEPES-PS) gestoppt und die Glomerula wurden vor der Messung noch 30 min
bei 37 °C mit HEPES-PS gewaschen. Sie wurden im Weiteren bei 37 °C aufbewahrt. Zur

Auswertung wurde in diesem Fall die Steigung der Kurve herangezogen.

2.2.3.5 Messung des Membranpotentials

Das Membranpotential der reninsezernierenden Zellen wurde mit dem spannungssensitiven
Fluoreszenzfarbstoff DiBAC,(3) (bis-(1,3-Dibutylbarbitursidure) Trimethinoxonol, MoBiTec,
Gottingen) in oben beschriebener Apparatur gemessen, die dazu mit dem dichroischen
Spiegel DM 505 (Nikon) und dem Langpassfilter BA 520 (Nikon) ausgeriistet wurde. Die
Anregungswellenldnge betrug hier 488 + 4 nm, das emittierte Licht wurde bei einer
Wellenlidnge von

520 nm gemessen.

Die Farbung der Glomerula-Suspension erfolgte mit 1 uM DiBAC,(3) in Na-HEPES-PS fiir
80 min. Jeder zur Messung verwendeten Losung wurde 1 uM DiBAC,(3) in Na-HEPES-PS
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zugesetzt, so dass wihrend der Messung die Glomerula-Suspension kontinuierlich mit
DiBAC,(3) tiberspiilt wurde. So wurde das Auswaschen des Farbstoffes verhindert. Die
Experimente wurden bei 37 C mit einer FlieBgeschwindigkeit von 1 ml min™ durchgefiihrt.
Wie Fura-2 gelangt auch DiBAC,(3) durch Diffusion in die Zelle (Waggoner, 1976, zitiert in
Bréuner et al., 1984). Es enthilt delokalisierte negative Ladungen. In der Zelle bindet es an
hydrophobe Bestandteile von Proteinen und Membranen, wobei die Fluoreszenzintensitit
ansteigt (Brduner at al., 1984; Epps et al., 1994). Der Depolarisationszustand der Zelle
bestimmt den Umfang des Eindringens von DiBAC,(3) iliber die Plasmamembran in die
Zelle; je depolarisierter die Zelle ist, desto leichter kann der Farbstoff eindringen.
Demzufolge bewirkt Depolarisation einen Anstieg der Fluoreszenzintensitit,
Hyperpolarisation eine Abnahme der Fluoreszenz, da der Farbstoff von der Zelle abgesto3en
wird. Da frei vorliegender Farbstoff keine Fluoreszenz zeigt, hdangt die Fluoreszenzintensitit
direkt von der Menge an intrazellulir gebundenem Farbstoff ab. Da diese Menge
potentialabhingig ist, kann die Fluoreszenzintensitit demzufolge als Mal3 fiir das

Membranpotential verwendet werden (Briuner at al., 1984; Epps et al., 1994).

2.2.4 Statistik

Zur Datenauswertung wurde der Mittelwert + S.E.M angegeben. Stichproben wurden mit
dem Kolmogorow-Smirnow-Test auf das Vorliegen der Normalverteilung gepriift. Die
Uberpriifung auf signifikante Unterschiede zweier Stichproben erfolgte bei normalverteilten
Daten mit dem Student's t-Test, bei nicht-normalverteilten Daten wurde der nicht-
parametrische U-Test von Mann-Whitney herangezogen. Die Untersuchung auf Signifikanz
bei Antworthdufigkeiten (Kap. 3.2.2.1, 3.2.3.1) erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test.

Die Berechnungen wurden mit Sigma Plot 2000 (Statistical Product & Service Solutions Inc.,
Chicago, IL, U.S.A.), mit InStatTM2.02 (GraphPad Software Inc., CA, U.S.A) oder mit
Sigma-Stat 2.03 (Statistical Product & Service Solutions Inc., Chicago, IL, U.S.A.) durch-
gefiihrt.
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3 Ergebnisse

Allgemeine Vorbemerkungen

In den meisten Versuchen wurde mit Gefdllen aus Tieren gearbeitet, die nach einer ein-
maligen Applikation des Schleifendiuretikums Furosemid fiir mindestens 14 Tage eine
kochsalzarme Diét erhalten hatten. Grund hierfiir ist, dass Kochsalzrestriktion das RAAS
stimuliert und eine vermehrte Umwandlung glatter Muskelzellen in reninsezernierende
Zellen bewirkt. Der reninpositive Bereich wird zum einen weiter nach proximal ausgedehnt,
zum anderen wird die Anzahl der reninpositiven Arteriolen vermehrt (Kap. 1.2). Da hier
[Ca®], in renin-sezernierenden Zellen gemessen werden sollte, ist eine erhdhte Anzahl
reninsezernierenden Zellen von groBem Vorteil. Wenn nicht anders in den einzelnen Kapiteln
erwihnt, wurden flir die Experimente kochsalzarm erndhrte Ratten und Miuse verwendet.
[Ca*"]; wurde im distalen Teil der afferenten Arteriole gemessen, und zwar genau am Eintritt
der Arteriole in das Glomerulum, wo die reninsezernierenden Zellen lokalisiert sind (Kap.

2.2.3.1).

3.1 Einfluss von Angiotensin II auf die intrazellulire Ca**-Konzentration in

den reninsezernierenden Zellen der afferenten Arteriole der Rattenniere
Angiotensin I (ANG II) wirkt vasokonstriktorisch und hemmt die Reninsekretion aus den
reninsezernierenden Zellen der afferenten Arteriole. ANG II entfaltet beide Wirkungen durch
einen transienten Ca*'-Anstieg, der iiber die IP;-Kette vermittelt wird (Kap. 1.3.2). Dass
dieser Ca’*-Anstieg in isolierten glatten Muskelzellen aus priglomeruldren GefiBen durch
den ANG II AT,-Blocker Losartan gehemmt wird, konnten Zhu und Arendshorst (1996)
zeigen. Die Hemmung der Reninsekretion durch ANG II aus isolierten juxtaglomeruldren
Zellen wird signifikant durch Losartan (1 uM) abgeschwicht (Sosath, 1999). Die hier
beschriebenen Versuche dienten zur Charakterisierung der Erhdhung von [Ca*']; durch ANG
I in dem hier verwendeten Préparat, wobei verschiedenen Konzentrationen verwendet
wurden. Ziel war es, eine ANG II-Konzentration festzulegen, bei deren Applikation eine
regelmiBige Ca**-Erhohung erfolgt, die relativ schnell wieder abklingt. Eine Stimulation mit
dieser Konzentration ANG II sollte in allen weiteren Experimenten als interner Standard

dienen und auch zweimal hintereinander ohne Tachyphylaxie durchfiihrbar sein.
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Es wurden die Konzentrationen 0,03 , 0,1 und 3 nM ANG II gemessen; Abb 3.1 zeigt ein

Experiment mit 3 nM. Die Messungen sind in folgender Tabelle zusammengefasst:

Tab. 3.1 Erhohung von [Ca®']; durch Stimulation mit ANG II (0,03, 0,1 und 3 nM)

ANG II- Versuchsanzahl | Experimente mit An- Erhohung der [Ca?"];
(nM) n stieg der [Ca™"); (nM)
nur Responder // alle
0,03 8 5 14+2 // 943
0,1 9 7 316 // 24+6
3 78 78 48+4 /| 48+4

In der Konzentration von 0,03 nM, appliziert fiir drei Minuten, rief ANG II in 5 von §
Versuchen einen Anstieg von [Ca®']; hervor (63 % Antworthdufigkeit). Die Erhéhung von
[Ca?"], betrug 14 + 2 nM (bei Einbeziehung nur der Responder) bzw. 9 = 3 nM (bei Ein-
beziechung aller Experimente). Die basale [Ca*"], betrug hier 115 + 5 nM (Responder) bzw.
105 + 8 nM (alle Experimente). Zur quantitativen Auswertung wurde die Peakh6he herange-
zogen. Es wurde die Hohe vom Beginn des Anstiegs der [Ca?'], bis zum Mittelwert der
maximalen [Ca®"]; gemessen.

In der Konzentration von 0,1 nM rief ANG II in 78 % der Félle (7 von 9 Experimenten) eine
Erhéhung von [Ca*"]; hervor. Der Anstieg betrug 31 + 6 nM bei einer durchschnittlichen
basalen [Ca?'], von 134 + 13 nM, wenn nur die Experimente gewertet werden, bei denen
ANG 1I eine Erhéhung der [Ca®']; hervorrief. Bezieht man alle Experimente in die Be-
rechnung mit ein, so betrug der Anstieg der [Ca*']; 24 = 6 nM bei einem durchschnittlichen
Ruhe-Ca’*-Wert von 129 £+ 11 nM. Die Ca*"-Erhdhung war signifikant groBer als bei der
Konzentration von 0,03 nM (alle Experimente und responder: p < 0,05).

Wurde das Préiparat iiber eine Minute mit einer Konzentration von 3 nM ANG II superfun-
diert (Abb. 3.1) , bewirkte diese regelmiBig einen Anstieg von [Ca®']., der im Mittel 48 +
4 nM (n = 78) bei einer durchschnittlichen basalen [Ca®'], von 63 + 3 nM betrug. Darauthin
wurde als Standardapplikation ein ANG II-Konzentration von 3 nM festgelegt. Mit dieser
Konzen-tration ANG II wurde fiir eine Minute perfundiert. Nach einer Auswaschphase von
mind. 11 Minuten ist mit 3 nM ANG II mehrfach hintereinander eine gleichméBige Erhdhung
von [Ca*"]; mdglich (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1 Erhéhung von [Ca?*], durch ANG Il (3 nM) in rerninsezernierenden Zellen der Ratte Stimulati-
on mit ANG Il (3 nM) fiir eine Minute rief eine Erhéhung von [Ca*], hervor. Nach einer Auswaschzeit
von mind. 11 min war eine zweite Erhéhung von [Ca?*], durch Stimulation mit ANG Il in der gleichen

EffektgroRe moglich.
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3.2  Einfluss von cAMP-erhohenden MaBnahmen auf die intrazellulire Ca*-
Konzentration in reninsezernierenden Zellen der Ratte

cAMP ist ein sehr starker Stimulator der Reninsekretion (Keeton et al. 1981; Churchill,
1985). In verschiedenen Préparaten konnte immer wieder belegt werden, dass der Aden-
ylatcyclaseaktivator Forskolin die Reninsekretion erheblich stimuliert. Sowohl in der isoliert
perfundierten Niere (Fray et al. 1985), als auch an isolierten juxtaglomeruldren Zellen in
Suspension, wie sie in der AG von PD Albinus (Albinus et al. 1998; Sosath, 1999) ver-
wendet werden, stimuliert Forskolin die Reninsekretion (Kap. 1.3.1.3). Wie in Kap. 1.3.1.1
beschrieben, verhalten sich Reninsekretion und [Ca®‘]; invers (,,Calciumparadox®).

In glatten Muskelzellen fiihrt cAMP-Erhéhung zu einer Relaxation, die auf einer Senkung
von [Ca*"]; durch verstirktes Pumpen von Ca*" in intrazellulire Organellen und aus der Zelle
sowie auf der Abnahme der Kontraktilitidt beruht (Karaki et al., 1997). An der afferenten
Arteriole des Kaninchens bewirkt Stimulation der B-Adrenozeptoren in Ruhe keine Anderung
von [Ca®]; (Kornfeld et al., 2000). Es war deshalb von Interesse, den Einfluss einer cAMP-
Erhéhung auf [Ca®*]; in dem hier verwendeten Priparat zu iiberpriifen. Wenn nicht anders

beschrieben wurden Vasa afferentia aus Nieren von salzarm erndhrten Ratten verwandt.

3.2.1 Pharmakologische Charakterisierung der Erhohung von [Ca*'|, durch cAMP-
Stimulation

3.2.1.1 Erhéhung von [Ca’"], durch Forskolin und/oder IBMX

Es wurden verschiedene Konzentrationen des Adenylatcyclaseaktivators Forskolin getestet
(10 uM und 3 uM). Héufig wurde der Phosphodiesteraseinhibitor IBMX in der Konzen-
tration 100 pM zugesetzt. Das Versuchsprotokoll wurde in Bezug auf die Forskolin-Ap-
plikationszeit mehrfach variiert, um die Bedingungen zu optimieren. Sowohl Forskolin als
auch IBMX wurden auch alleine gegeben. Da die Bedingungen erst optimiert werden muss-
ten, sind verschiedene Protokolle verwendet worden, so dass fiir jede Bedingung nur eine
eher kleine n-Zahl vorhanden ist. Einheitlich zeigt aber Forskolin / IBMX eine Erh6hung von
[Ca®"].. Die Ergebnisse dieser ersten orientierenden Experimente sind in Tab. 3.2 zusammen-
gefasst, Einzelexperimente sind in Abb. 3.2 gezeigt. Es werden wieder Responder/Non-

Responder getrennt aufgefiihrt.
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Tab. 3.2 Erhohung von [Ca®'] durch Forskolin / IBMX

Forskolin IBMX Appl.- | Versuchs- Respon- basales A [Ca?], A [Ca™);
(uM) (uM) zeit anzahl n der [Ca™); (nM) (% basales
(min) (nM) alle / resp [Ca*],)
alle / resp
10 0 5 1 1 58 14 24
0 100 5 4 1 36+5 3+3/ 14+ 14/
13+£0 5740
10 100 10 4 4 41 £4 10+2 25+8
10 100 5 2 2 47+5 10+4 22 +10
10 100 3 1 1 50 15 30
10 100 5 2 2 47+5 10+4 22+10
3 100 5 2 2 50+21 7+0 18+8
a) 10 M Forskolin Abb. 3.2 Erhéhung von [Ca**], durch
+ 100 pM IBMX Forskolin 10 yM + IBMX 100 pM
60 —
a) Stimulation mit Forskolin + IBMX
. 55 1 erhohte [Ca?*] zlgig nachdem die
= Substanzen das Bad erreichten und
= 901 sie hielt an, solange die Substan-
& zen anwesend waren.
O, 45 4
40 -1
35 =-r T T T T 1

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Zeit (min)

10 uM Forskolin
+ 100 yM IBMX
.|

b) Erhéhung von [Ca*], durch Fors-
kolin + IBMX im Vergleich zum ANG
II (3 nM)-Peak. Die Steigerung von
90 1 [Ca?"], war geringer als die durch
ANG Il (3 nM) ausgeldste [Ca?*]-Stei-
gerung und war auch durch Auswa-
schen nicht reversibel.

_3nMANG
-

40 L L] L] L] L] L]
0 5 10 15 20 25

Zeit (min)
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Die basale [Ca®']; lag in dieser Versuchsreihe, alle Experimente zusammengefasst (n = 19),
bei 45 + 3 nM.

Forskolin (10 uM) und IBMX (100 uM) allein konnten eine Ca**-Erhéhung bewirken; diese
wurde fiir IBMX allein allerdings selten (25 %) gemessen. In der Kombination Forsko-
lin (10 uM) + IBMX (100 uM) wurde der Einfluss der Stimulationszeit auf die Haufig-keit
der Antwort und ihre Grofe untersucht. Eine starke Abhdngigkeit ist nicht zu erkennen.
[Ca®], wurde nahezu sofort angehoben, wenn Forskolin / IBMX die Superfusionskammer
erreichten (Abb. 3.2a). Der Effekt schien solange anzuhalten, wie sich die Substanzen im Bad
befanden. In einigen Fillen klang er jedoch in der Auswaschphase nicht ab (Abb. 3.2b).
Forskolin (3 pM) in Kombination mit IBMX (100 uM) erhohten [Ca®"]; ebenfalls. Bei
Losungsmittelkontrollen (DMSO/Ethanol = 1 : 1; 0,1 %) zeigte sich nie eine [Ca*"],-Erho-
hung.

Diese orientierenden Versuche zeigen, dass Forskolin sowohl allein als auch in Kombination
mit IBMX [Ca*"]; erhoht. Der Effekt ist nicht sehr groB. Da Forskolin neben seiner cAMP-
erh6henden Wirkung auch noch andere Effekte wie die Blockade verschiedener K'-Kanile
hervorruft (Laurenza et al., 1989; Kessler et al., 1997), ging es in den folgenden Versuchen
darum, ob andere cAMP-erhhende Mafinahmen wie B-Adrenozeptorstimulation oder auch
membrangingige cAMP-Analoga ebenfalls [Ca*"], erhdhen. Ferner sollte der Effekt genauer

quantifiziert und seine Abhédngigkeit von der Intensitéit des Stimulus untersucht werden.

3.2.1.2 Einfluss der Stimulation von [-Adrenozeptoren auf die [Ca’"],

3.2.1.2.1 Erhéhung von [Ca®"], durch Isoprenalin

In diesen Versuchen wurde der B-Rezeptoragonist Isoprenalin (ISO) in verschiedenen
Konzentrationen mit und ohne den Phosphodiesteraseinhibitor IBMX (100 uM) gegeben. Als
interne Kontrolle und zur Quantifizierung des Effektes wurde dasselbe Praparat auch mit
ANG II (3 nM) stimuliert. Abb. 3.3 zeigt als Beispiel nach vorausgehender Stimulation mit
ANG II den Effekt von Isoprenalin (1 pM) in Kombination mit IBMX (100 ).

Im einzelnen wurden folgende Protokolle verwendet:

a)yMin 1 -2 ANG II (3 nM); Min 15-18 ISO (1 uM) + IBMX (100 uM)
b)Minl-2 ANGII (3 nM); Min 15-18 ISO (100 nM) + IBMX (100 uM)
¢)Min2-5 1ISO (100 nM) + IBMX (100 uM)
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d)Min1-2 ANGII (3 nM); Min 15-18 ISO (100 nM)
e)Min2-5 1ISO (100 nM)

f)Min 2-5 IBMX (100 uM)

g Minl-2 ANGII (3 nM); Min 15-18 IBMX (100 uM)
h)yMin1-2 ANGII (3 nM): Min 15-18 ISO (1 uM)

Tab. 3.3 Anderung von [Ca?']; (nM) durch Stimulation der B-Rezeptoren

Stimulation Protokoll | Versuchs- | basales [Ca?], basales | [Ca’™], | A[Ca7],
anzahl n [Ca*];1 | Peak 1 [Ca®], | Peak2 | (%)
(nM) (nM) 2 (nM) | (nM)
1) ANGII 3 nM a alle: 13 46 £ 3 42+ 6 49+ 4 11+£2 369
2)ISO 1 uM/ resp.: 11 49+3 35+4 52+4 13£2 43+9
IBMX 100 uM
1) ANGII 3 nM b alle:2 45+0,5 | 40<+5 50+4
2) ISO 100 nM / resp.: 1 44 44 46 7 16
IBMX 100 uM
ISO 100 nM / c alle: 5 34+6 6+£3
IBMX 100 uM resp.: 3 31+£8 10+1
1) ANGII 3 nM d alle: 6 43+3 28 +3 44 £3 64 23 +15
2) ISO 100 nM resp.: 3 45+5 27+5 46+ 5 11+6 46 + 26
ISO 100 nM e alle: 7 37+6 7+£3
resp.: 4 43+ 8 12+3
IBMX 100 uM f alle: 3 35+7
resp.: 1 23 13
1) ANGII 3 nM g alle: 8 55+5 24+3 58+6 5+2 25+ 11
2) IBMX 100uM resp.: 4 64+7 23+5 70+ 8 10+1 49+ 12
1) ANGII 3 nM h alle.: 11 47+4 366 49+5 8£2 29+8
2)ISO 1 uM resp.: 8 45+4 31+4 46+3 11+1 39+7

Die basale [Ca®"]; in dieser Experimentreihe lag, alle Experimente zusammen gezihlt (n =
57), bei 45 £ 2 nM.

Auf Isoprenalin (1 pM) + IBMX (100 uM) haben im distal vermessenen Bereich 85 % der
afferenten Arteriolen mit einer Ca**-Erhohung reagiert (n = 13, 2 non-responder; Tab. 3.3,
Protokoll a, Abb. 3.3a).

Auf Isoprenalin (100 nM) + IBMX (100 uM) haben 60 % der vermessenen Gefdf3e mit einer
Erhéhung von [Ca®*']; geantwortet (n = 5, 2 non-responder); Zusammenfassung der beiden

Reihen b und c ergab eine Antworthdufigkeit von 57 % (n = 7, 3 non-responder).
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Abb. 3.3 Erhéhung von [Ca®']; durch Isoprenalin (1 uM) (ISO) + IBMX (100 uM) in verschiedenen
Konzentrationen, sowohl in Kombination als auch alleine gegeben, im Vergleich zur Erhéhung von

[Ca?*], durch ANG Il (3 nM)-Standardstimulation.

a) Isoprenalin (1 uM) + IBMX waren in der Lage, [Ca?'], zu erhéhen. Die Erhdhung war kleiner als die
durch ANG Il (3 nM) ausgeltste.

b) Dargestellt ist die GroRe der Erhéhung von [Ca?*], durch Isoprenalin (ISO) und / oder IBMX im
Vergleich zur Standard-ANG II-Stimulation

Im Vordergrund (dunkelgrau) dargestellt ist die Erhéhung von [Ca?']; bezogen auf alle Experimente, im
Hintergrund (hellgrau) nur auf die Responder. Die Anzahl der Experimente (n) und der antwortenden
Gefale ist Uber den Balken angegeben (vgl. Text).

Die Antwortgrofie lag immer zwischen 6 - 15 nM (vgl. Text), wobei ISO (1 uM) eine etwas grofiere

Ca**-Antwort ausléste als 1SO (100 nM) bzw. IBMX (100 uM) alleine.
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Nach einer ANG II-Kontrollstimulation haben auf Isoprenalin (100 nM) bei n = 6 drei
GefiBe mit einer Erhohung von [Ca®’]; geantwortet, was 50 % entspricht; ohne vorherige
ANG II-Kontrollgabe erhoht Isoprenalin bei n = 7 in 57 % der Versuche [Ca*'], (3 non-
responder).

Auch die Isoprenalin-Konzentration von 1 uM wurde alleine gegeben, was eine Erhéhung
von [Ca*"];in 73 % (8 von 11) der vermessenen GeféBen zur Folge hatte.

Alleinige IBMX-Gabe (100 uM) nach vorheriger ANG II-Stimulation bewirkte eine Erho-
hung von [Ca®]; in vier von acht Experimenten, was einer Antworthdufigkeit von 50 %
entspricht.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Abb 3.3b dargestellt.

Es zeigte sich, dass

(a) mit zunehmender Stérke des Stimulus die Antworthdufigkeit zunahm, der Effekt, wenn er
auftrat, aber immer ungeféhr gleich grof3 war.

(b) die Erhéhung von [Ca®*]; ~13 nM betrug; die Steigerung von [Ca®"]; entsprach ungefihr
40 - 50 % (nur Responder beriicksichtigt) der zuvor durch ANG II (3 nM) ausgeldsten
[Ca®"]-Erh6hung (Abb. 3.30).

(c) die Antwort auf cAMP-Stimulation unabhéngig von einer vorherigen Stimulation mit

ANG II (3 nM) ist.

Um fiir folgende Versuche verlédssliche Antworten zu bekommen, wurde in allen weiteren

Experimenten mit Isoprenalin (1 pM) + IBMX (100 uM) stimuliert.

3.2.1.2.2 Einfluss einer Blockade der o- und B-Rezeptoren auf die Erhéhung von
[Ca®"], durch Isoprenalin

Bei einer Isoprenalin Konzentration von 1 uM konnten auch a-Adrenozeptoren aktiviert

werden. Um sicher zu stellen, dass die Ca**-Erhéhung durch Stimulation des B-Rezeptors

ausgelost wurde und nicht durch Stimulation des a-Rezeptors, wurde vor und wahrend der

Stimulation mit Isoprenalin + IBMX das Gefal3 mit dem -Adrenozeptorblocker Propranolol

(1 uM), als auch mit dem o-Adrenozeptorantagonisten Prazosin (100 nM) superfundiert.



68 3. Ergebnisse

Gearbeitet wurde in HEPES-gepufferter physiologischer Salzlosung (Na-HEPES-PS). Es
wurde das Doppelstimulationsprotokoll verwendet, bei dem zur Minute 1 - 2 ANG II (3 nM)
gegeben wurde, und zu Minute 21 - 24 Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM). Der a- bzw.
B-Blocker wurde von Minute 16 - 24 gegeben (Abb. 3.4a).

Tab. 3.4 Anderung von [Ca*']; durch Isoprenalin (ISO; 1 uM) + IBMX (100 pM) nach Blok-
kade der o-Rezeptoren mit Prazosin (100 nM) und der B-Rezeptoren mit Propranolol (1 uM)

Stimulation Versuchs- basales [Ca?"],Peak 1 | basales [Ca®™], Peak 2 | A [Ca®],
anzahl n [Ca®"] 1 (nM) [Ca*],2 | (nM) (%)
(nM) (nM)

a) ANGII/ 8 40+3 28+4 43 +2 11+3 47+ 15
Prazosin (1 non-res-
ISO + IBMX ponder)

b) ANGII/ 6 47+4 28+5 50+4 18+3 68 +13
ISO + IBMX

c) ANGII/ 5 48 +4 24+4 52+5 0 0
Propra
ISO + IBMX

d) ANGII/ 4 508 22+3 51+8 15+4 70+ 18
ISO + IBMX

Die basale [Ca*"]; lag in dieser Versuchsreihe, alle Experimente zusammengenommen (n =
23) bei 45 + 2 nM. Die ANG II-Kontrollstimulation rief eine Erhohung von [Ca*'], um 26 +
2 nM hervor (alle Experimente zusammengefasst).

Isoprenalin erhdhte [Ca*"]; iiber Stimulation der B-Rezeptoren (Tab. 3.4). Wurden die -
Adrenozeptoren mit Propranolol in der Konzentration 1 uM blockiert, bewirkte Isoprenalin
(1 uM) + IBMX (100 pM) keine Ca**-Erhohung (c, n = 5, basales [Ca?'], 48 + 4 nM) mehr.
Demgegeniiber hatte die Blockade der ai-Rezeptoren mit Prazosin in der Konzentration von
100 nM keinen Einfluss auf die Erhéhung der Ca**-Konzentration durch Isoprenalin (a, n =
8, basales [Ca*"], 40 + 3 nM; in einem Fall kam es jedoch nicht zur Erh6hung von [Ca®*],, was
aber wahrscheinlich die natiirliche Ausfallquote der Isoprenalin + IBMX-Antwort war; Abb.
3.4a). Auch die GroBe der Ca**-Erhdhung wies keinen Unterschied auf (t-Test: p > 0,05;
Abb. 3.4b).
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Bei den durchgefiihrten Kontrollen mit Isoprenalin ohne o- oder B-Rezeptorantagonist

erfolgte regelmiBig eine Erhdhung von [Ca®*];(Tab. 3.4).

a) ANG Il Isoprenalin 1 pM
3nM + I1BMX 100 uM
| ||
90 1 Prazosin 100 nM
S 80 1
£
(t'm 70 N
S
60 1
50 1
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ISO (1 uM) Prazosin 1ISO(1 pM) Propranolol
+ (100 nM) + + (1 uM) +
IBMX (100 pM) ISO (1 M) + IBMX (100 M) ISO (1 uM) +
(n=6)  IBMX (100 uM) (n=4)  IBMX (100 M)
(n=38) (n=5)

Abb. 3.4 Einfluss von Isoprenalin auf a-und b-Rezeptoren

a) Anderung von [Ca*] durch Isoprenalin (1 uM) (ISO) + IBMX (100 uM) nach Blockade der
a-Rezeptoren mit Prazosin (100 nM).

b) Erhéhung von [Ca?*], durch ISO + IBMX mit / ohne Vorbehandlung mit Propranolol / Prazosin in %
bezogen auf den ANG Il (3 nM) Standardpeak.

Die Erhéhung von [Ca*] durch Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 yM) wurde nicht signifikant
beeinflusst durch Blockade der a-Rezeptoren mit Prazosin (100 nM) (n = 8, p > 0.05), jedoch vdllig
verhindert durch Blockade der b-Rezeptoren mit Propranolol (1 uM) (n = 5).
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3.2.1.3 Erhéhung der intrazelluliren Ca’*-Konzentration durch das membranpermeable
cAMP-Analogon Dibutyryl-cAMP

Da [Ca®']; in den afferenten Arteriole der Rattenniere im vorliegenden Priparat durch Sub-
stanzen erhoht wurde, die bekanntermallen cAMP erh6hen, sollte untersucht werden, ob auch
Dibutyryl-cAMP, ein membrangingiges cAMP-Analogon, [Ca®]; erhoht. Verwendet wurde
db-cAMP in einer Konzentration von 100 uM, 1 mM, sowie | mM in Kombination mit dem
Phosphodiesterasehemmer IBMX (100 uM). Zum Vergleich der Erhohung von [Ca*'],durch
db-cAMP und Isoprenalin + IBMX wurde in den meisten Experimenten zunéchst Isoprenalin
+ IBMX fiir zwei Minuten verabreicht, bevor dann nach Waschen fiir zwei Minuten mit db-
cAMP entweder alleine oder in Kombination mit IBMX perfundiert wurde (Abb. 3.5a).

Zeitkontrollen wurden durchgefiihrt, bei denen nur die erste Isoprenalin + IBMX-Gabe

erfolgte und dann nur noch mit Pufferlésung tiber die gesamte Zeit superfundiert wurde.

Tab. 3.5 Anderung von [Ca®*]; durch membrangingiges cAMP (db-cAMP)

Stimulation Versuchs- basales [Ca?], basales [Ca™), A [Ca™"),
anzahl n [Ca?] 1 Peak 1 [Ca?],2 | Peak2 (%)
(nM) (nM) (nM) (nM)
a) db-cAMP 100 uM | alle: 2 78 £18 4+4
resp.: 1 60 8
b) db-cAMP 1 mM alle:1 91 29
resp.: 1
¢) 1) ISO 100 nM + alle: 3 88+ 19 23+0,3 67+ 10 11+1 50+4
IBMX 100 puM resp.: 3
2) db-cAMP 1 mM
d) 1) ISO 100 nM + alle: 11 56+7 21£5 58+38 16 +4 72£10
IBMX 100 uM resp.: 10 567 22+6 57+9 17+4 79 £38
2) db-cAMP 1 mM +
IBMX 100 pM
e) 1) ISO 100 nM + alle: 5 55+£5 19+7 58+6 19+38 102+ 11
IBMX 100 uM resp.: 5
2) ISO 100 nM +
IBMX 100 uM

In dieser Experimentreihe lag die basale [Ca*']; in den Gefi3en, alle Experimente zusammen-
gefasst (n = 22), bei 61 £ 4 nM. Zur Kontrolle wurde hier vorab mit Isoprenalin (1 uM) +
IBMX (100 pM) superfundiert, um nur GefdBle zu messen, die auf cAMP-Erh6hung mit
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Abb. 3.5 Anderungen von [Ca®']; (M) durch db-cAMP (1 mM) + IBMX (100 uM) nach primarer
Stimulation mit Isoprenalin (1uM) + IBMX (100 pM) (n = 11, Antworthdufigkeit 91 %).

a) [Ca*]-Erhéhung durch db-cAMP + IBMX erfolgte langsamer als die durch Isoprenalin + IBMX
hervorgerufene [Ca?*]-Erhéhung, die sofort nach Stimulation erfolgte.

b) Eine zweite Erhéhung von [Ca?*], durch Isoprenalin (1 uM) (ISO) + IBMX (100 uM) lieR sich immer
auslésen (n = 5) und lag in der gleichen Grékenordnung wie die erste ISO + IBMX-Stimulation

(102 £ 11 %).

Die durch db-cAMP ausgeléste [Ca?*]-Erhéhung war signifikant (p < 0,05) geringer als eine durch
zweite Stimulation mit ISO + IBMX ausgeléste [Ca?*]-Erhéhung (n = 3; 50 + 4 %). In Kombination mit
IBMX léste db-cAMP eine Erhéhung von [Ca®']; aus, die bei 72 + 10 % bezogen auf die priméare
Ca®"-Erhéhung durch ISO + IBMX lag (n = 11; p > 0,05).
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einem [Ca”*"].-Anstieg antworteten; die durch db-cAMP ausgeldste [Ca*'].-Steigerung wurde
auf den Isoprenalin + IBMX-Peak bezogen.

Eine erste Isoprenalin + IBMX-Stimulation rief eine [Ca®"];-Antwort hervor, die, alle Experi-
mente zusammen gefasst (n = 19), bei 18 = 3 nM lag. Bei einer basalen [Ca*"], von 55+ 5 nM
und einer ersten Erhohung von [Ca®*], durch Isoprenalin + IBMX von 19 = 7 nM steigerte
eine zweite Isoprenalin + IBMX-Gabe [Ca®"]; um 19 + 8 nM, was, bezogen auf die erste Ca*'-
Steigerung, 102 + 11 % entspricht (Tab. 3.5¢). Aus diesen Experimenten ging hervor, dass
eine zweite cAMP-Steigerung durch Stimulation der B-Rezeptoren in Kombination mit
IBMX ebenfalls eine zweite [Ca**].-Erhdhung zur Folge hatte.

Auch membrangiingiges cAMP (db-cAMP) erhdhte [Ca?*]; (Abb. 3.5a). Db-cAMP (100 uM)
wirkte schwach (Tab.3.5a; n = 2, 1 non-responder, Erhéhung von [Ca®'], um 8 nM). In der
db-cAMP-Konzentration von 1 mM, sowohl ohne den Zusatz von IBMX (Tab. 3.5b, c) als
auch unter Zusatz des Phosphodiesterasechemmers IBMX (100 uM; Tab. 3.5d) war die
Erhéhung von [Ca*']; jedoch deutlich.

Die Ca**-Erhohung durch db-cAMP (1 mM) betrug ohne Zusatz von IBMX im Durchschnitt
11+ 1 nM (Tab.3.5¢c, n = 3). Bezogen auf die Erh6hung durch Isoprenalin (1 uM) + IBMX
(100 uM) sind das 50 + 4 %. Der Ca**-Anstieg durch db-cAMP (1 mM) + IBMX (100 uM)
betrug im Durchschnitt 16 + 4 nM (Tab. 3.5d, n = 11), was bezogen auf die Erhdhung durch
Isoprenalin (1 pM) + IBMX (100 uM) 72 + 10 % entspricht. Die Kombination aus db-cAMP
+ IBMX erhéhte hier demzufolge [Ca®*]; effektiver als db-cAMP alleine (Abb. 3.5b).

Die Zeitkontrollen zeigten, dass es iiber die Zeit nicht zu einem Anstieg der Ca**-Konzen-

tration kam (n = 5), so dass der gezeigte Effekt auf db-cAMP + IBMX zuriickzufiihren ist.

3.2.2 Evidenz, dass der [Ca*'], erhohende Effekt von cAMP auf die afferente Arteriole
mit reninsezernierenden Zellen beschrinkt ist

3.2.2.1 Vergleich der Erhéhung von [Ca’*], durch Isoprenalin in afferenten Arteriolen von
NaCl-arm und NaCl-reich erndhrten Ratten

Es wurde hier der Frage nachgegangen, ob die Ursache fiir die Erhhung von [Ca*"]; durch

Isoprenalin + IBMX, also Substanzen, die den cAMP-Spiegel in der Zelle erhdhen, in den

reninsezernierenden Zellen zu suchen ist. Dazu wurden Gefdfle aus NaCl-arm ernédhrten

Ratten, bei denen das RAAS stark stimuliert ist, mit Gefdllen aus NaCl-reich erndhrten
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Ratten, bei denen das Reninsystem herunter reguliert ist, in ihrer Ca?*-Antwort auf Isoprena-
lin + IBMX verglichen. Dazu erhielten die Tiere fiir mindestens 14 Tage eine NaCl-reiche
Diét (4 % NaCl tiber das Futter) und wurden im Wechsel mit gleichaltrigen Ratten (gleiche
Lieferung), die eine kochsalzarme Diit erhalten hatten, untersucht. Es wurden mdoglichst
lange GefiBe vermessen, bei denen auch ein Unterschied zwischen der Ca**-Antwort weiter
proximal und weiter distal gemacht wurde.

Die Erhohung von [Ca®]; wurde hier auch auf die basale [Ca*"]; bezogen (Peakhdhe [% gyp.])-
Gearbeitet wurde in HEPES-gepufferter physiologischer Salzlosung (Na-HEPES-PS).
Verwendet wurde wieder ein Doppelstimulationsprotokoll, bei dem zu Minute 1 - 2 ANG II
(3 nM) Stimulation erfolgte, nach Auswaschphase zu Minute 15 - 18 mit Isoprenalin (1 uM)
+ IBMX (100 uM) perfundiert wurde.

Die basale [Ca®"]; war in Gefilen aus NaCl-arm-ernihrten Ratten nicht signifikant ver-
schieden von der in Gefdllen aus NaCl-reich erndhrten Ratten (p > 0,05). Es war kein Unter-
schied in der basalen [Ca®*]; zwischen proximalen und distalen Geféfteilen vorhanden. Sie

lag in allen Ansitzen zwischen 50 und 60 nM.
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Tab. 3.6 Vergleich der Erhdhung von [Ca®']; durch Isoprenalin (1 uM) (ISO) + IBMX (100

uM) zwischen NaCl-reich und NaCl-arm erndhrten Ratten, sowie Vergleich der proximalen

und distalen Ca**-Antwort

n basales [Ca?], [Ca?"], Peak | basales [Ca?], [Ca*'T; A[Ca*"],
[Ca®]; 1 | Peak ANGII (% | [Ca*];2 | Peak ISO+ | Peak ([%]anc)
(nM) ANG II Ruhel) (nM]) IBMX (nM) | ISO+IBMX
(nM) (Yorune2)
NaCl-reich
distal
alle res- 23 55+3 28 +£2 52+4 55+3 11+2 19+3 41+6
pond. 16 54+3 26+2 48+5 55+3 151 27+2 58+7
NaCl-reich
prox.
alle 20 54+5 23+£3 47+6 56+5 9+2 16+3 38+9
respond. 13 55+6 22+3 44+ 8 57+6 11+£2 21+4 58+10
NaCl-arm
dist
alle 26 59+3 35+3 59+4 62+3 14+2 24 +£2 43+5
respond. 23 58+3 37+3 63+4 61+4 16 +1 27+2 48 £5
NaCl-arm
prox
alle 17 52+5 33+3 69 +8 58+7 18+3 31+5 57+8
respond. 15 55+5 35+4 64+6 61+7 21+3 35+5 64 +£8
Ca’"-Peaks

Die Erhéhung von [Ca*"], die eine Stimulation mit ANG II (3 nM) (Standard-Kontrollpeak)
ausloste, war bei den NaCl-reich erndhrten Ratten signifikant geringer gegeniiber der Erho-
hung in NaCl-arm erndhrten Ratten, wenn die Werte in nM zugrunde gelegt wurden.

NaCl-reich distal
NaCl-arm distal

alle Experimente (n = 23) 28 £2 nM

alle Experimente (n = 26) 35+3nM

p < 0,05 (t-Test) / p < 0,05 (nicht-parametrisch)

Wurde die Erhéhung der [Ca®'], verglichen, die ANG II auslost, in Prozent des Ruhe-Ca*'-
Wertes, so war kein Unterschied mehr vorhanden.

NaCl-reich distal
NaCl-arm distal

alle Experimente (n =23 ) 52+4%
alle Experimente (n = 26) 59+4%
p > 0,05 (t-Test) / p > 0,05 (nicht-parametrisch)
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Die Erhéhung von [Ca?‘]., die eine Stimulation mit Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM)
ausloste, war zwischen GefdBBen NaCl-reich und NaCl-arm erndhrter Ratten nicht signifikant
verschieden, weder bei Einbeziehung aller Experimente (NaCl-arm: 14 + 2 nM; NaCl-reich:
11 = 2 nM; p > 0,05) noch bei Einbeziehung nur der Responder (NaCl-arm: 16 = 1 nM;
NaCl-reich: 15 = 1 nM; p > 0,05). Wurde die Erhéhung von [Ca®"]; durch Isoprenalin +
IBMX bezogen auf die Erhéhung von [Ca?"], durch ANG II (Peak ISO x 100 / Peak ANG 1II),
und wurden dann diese Prozentwerte zwischen den NaCl-armen und NaCl-reichen Ratten im
distalen Bereich verglichen, so war weder bei Einbeziehung aller Werte (p > 0,05) noch bei
Einbeziehung nur der Responder (p > 0,05) ein signifikanter Unterschied feststellbar (Abb.
3.6a und b). Auch im proximalen Bereich ist kein signifikanter Unterschied feststellbar

(p > 0,05).

Antworthiufigkeit

Auf Isoprenalin + IBMX haben 23 von 26 distal vermessenen Gefd3en NaCl-arm ernéhrter
Ratten mit einer Erh6hung von [Ca*']; reagiert (88 %), proximal haben 15 von 17 GefiBen
reagiert (88 %).

Bei den GefidBen NaCl-reich erndhrter Ratten haben 16 von 23 Gefa3en mit einer Erth6hung
von [Ca®"]; reagiert (70 %) bzw. 13 von 20 GefiBen (65 %) (Abb. 3.6¢).

Zur statistischen Auswertung wurde der Chi-Quadrat-Test herangezogen. Dieser ergab
jedoch keinen signifikanten Unterschied der Antwortfrequenzen zwischen Gefiflen NaCl-arm
erndhrter Ratten gegeniiber NaCl-reich erndhrten Ratten (p > 0,05).

Bei den GefidBBen NaCl-reich erndhrter Ratten wurde bei 3 von 20 Geféllen distal ein Antwort
auf Isoprenalin + IBMX gemessen, die nicht mehr im proximalen Teil messbar war. In einem
GefdB schien die Ca’*-Konzentration im proximalen Teil sogar wieder abzusinken. Bei den
GefiaBlen NaCl-arm erndhrter Ratten war bei einem von 17 distal eine Antwort messbar, die
proximal nicht auftrat.

Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass, obwohl keine signifikanten Unterschiede
erkennbar sind, eine Tendenz in die Richtung zu erkennen ist, dass Gefdlle NaCl-arm ernihr-

ter Ratten hiufiger auf cAMP-Stimulation mit einer Erhéhung von [Ca?']; reagieren.
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Abb. 3.6 Anderung von [Ca®']; durch
Isoprenalin + IBMX in Abhangigkeit von
der Kochsalzdiat

Anderung von [Ca?*], durch Isoprenalin
(1 yM) + IBMX (100 yM) in NaCl-arm
erndhrten Ratten

(dunkelgrau) gegen NaCl-reich ernahrte
Ratten (hellgrau) distal am Eintritt in das
Glomerulum

und weiter proximal.

Dargestellt ist die Antwortgrof3e bezogen
auf eine primare ANG Il (3 nM)
Standardstimulation

a) bezogen auf alle Experimente

b) bezogen auf die Responder.

c) Antwortfrequenz der Erhdéhung von
[Ca®],

Zwischen den NaCl-arm und NaCl- reich
ernahrten Tieren war bezlglich der
Antworthaufigkeit kein signifikanter
Unterschied nachweisbar
(Chi-Quadrat-Test, p > 0.05).

distal

proximal
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3.2.2.2 Einfluss von Isoprenalin auf [Ca’"], in afferenten Arteriolen oder gréfieren Arterien
der Rattenniere
Die bisher beschriebenen Ergebnisse stehen im Widerspruch zur Tatsache, dass in glatten
Muskelzellen cAMP-Erhéhung zu einer Senkung der [Ca®*]; durch Aktivierung der SERCA
fithrt, auf jeden Fall nicht zu einem Anstieg. Reninsezernierende Zellen stellen umgewandelte
glatte Muskelzellen dar, so dass jetzt untersucht werden sollte, ob andere, weiter proximal
liegende Gefalteile, die nur aus glatten Muskelzellen bestehen, auch auf cAMP-Steigerung
mit Erhéhung von [Ca®"]; antworten. Zur Messung wurden nur Geféfteile herangezogen, die
lang waren, starke Wénde hatten und Blutreste erkennen liessen (i.e. kleine Arterien proximal
der afferenten Arterie). Es wurden auch Gefalle vermessen, die verzweigt waren und deren
Verzweigung aufgrund der geringeren Wandstéirke als zum Glomerulum hinlaufende afferen-
te Arteriolen identifiziert wurden (Abb. 3.7a).
Die Priparation wurde durchgefiihrt und Gefédfteile wie in Kap. 2.2.2 beschrieben isoliert.
Gearbeitet wurde in HEPES-gepufferter physiologischer Salzlosung (Na - HEPES-PS) und
es wurde das tibliche Doppelstimulationsprotokoll verwendet, bei dem zunédchst (Minute 1 -
2) mit ANG II (3nM) zur Kontrolle stimuliert wurde. Es wurden nur Gefdlle weiter ver-
messen, die auf diesen Kontrollpuls mit einer [Ca**],-Erhchung antworteten; es gab auch
GefaB-fragmente, die keine Reaktion mehr auf ANG II zeigten. Nach einer Auswaschphase
(13 Mi-nuten) wurde Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) fiir drei Minuten gegeben.
An 10 verschiedenen Ratten, die alle kochsalzarme Diét erhalten hatten, wurden 16 Gefal3-
teile untersucht, die wenn moglich (n = 11) auch in unterschiedlichen Regionen vermessen
wurden. Die Ergebnisse zeigten, dass die weiter proximal liegenden Gefillie auf cAMP -
Erhohung nicht mit einer Erhohung von [Ca®]; antworten, sondern zum Teil sogar mit der
erwarteten Absenkung von [Ca*']; (Abb. 3.7c,d).
Auch gibt es einen Unterschied zwischen den verschiedenen vermessenen Gefillregionen
eines Gefaflfragmentes. Bereiche, die aufgrund ihrer Dicke, sich verjiingenden Form oder
durch Abzweigung wahrscheinlich Teil einer afferenten Arteriole darstellten, reagierten mit
einer [Ca*"],-Erhohung (Abb. 3.7b), weiter proximal liegende Teile jedoch nicht. Die in Abb.
3.7 dargestellte Beobachtung, dass weiter distal gelegene Regionen mit Erniedrigung und
Regionen der afferenten Arteriole mit Erhhung von [Ca®'], reagieren, konnte an zwei der 16

vermessenen GefaB3fragmente gemacht werden.
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Abb. 3.7 a) Foto eines GefaBifragmentes mit Verzeigung. Es wurde in jedem Verzweigungsteil die Antwort auf
[Ca?"]; einzeln in den als ROI gekennzeichneten Bereichen untersucht.

Im Verzweigungsteil mit geringerer Wandstirke, der wahrscheinlich eine afferente Arteriole ist, bewirkte
Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) eine Erhéhung von [Ca*']; (b, ROI 1), in dem dickeren GefiBteil jedoch
nicht mehr (c, ROI 2).

(d) In diesem GefiBteil (ROI 3) erfolgte nach primirer Ca**-Erhohung durch ANG II (3 nM) keine Erhhung
von [Ca*']; mehr durch Isoprenalin (1 pM) + IBMX (100 uM), sondern eine ganz leichten Absenkung von

[Ca™ ;.
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3.2.3 Mechanistische Untersuchungen zur Signaltransduktion I: Proteinkinase A und
Na'-K'-ATPase

3.2.3.1 Erhéhung von [Ca’" ], nach PKA-Hemmung

In den meisten Fallen vermittelt cAMP seine intrazelluldren Wirkungen tiber die Proteinkina-
se A (PKA). Zur Untersuchung, ob der durch cAMP-Erhdhung ausgeldste Anstieg von [Ca®'];
ebenfalls iiber die PKA hervorgerufen wird, wurde die PKA mit H89 blockiert, einem
selektiven und potenten Inhibitor cAMP-abhingiger Kinasen. H89 hemmt PKA kompetitiv
gegen ATP, der K,-Wert liegt bei 48 + 8 nM (Chijiwa et al., 1990).

Nach primérer Stimulation mit Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) und anschlieBender
Auswaschphase wurde mit H89 (10 uM) fiir 5 Minuten superfundiert. Im Anschluss wurde
dieser Losung fiir 3 Minuten Isoprenalin + IBMX zugesetzt (Abb. 3.8). Zeitkontrollen
wurden durchgefiihrt, bei denen nach primérer Isoprenalin + IBMX-Gabe und Auswasch-

phase fiir den Rest der Zeit mit H89 (10 uM) superfundiert wurde.

Tab. 3.7 Isoprenalin (1 uM) (ISO) + IBMX (100 uM) / H89 / Isoprenalin (1 uM) (ISO) +
IBMX (100 uM)

Stimulation basales [Ca?*],Pe- | basales [Ca?"],Pe- | Anstieg von A [Ca™);
[Ca?"]i1 ak 1 (nM) [Ca?'],2 ak 2 (nM) | [Ca®"]; iiber (%)
(nM) (nM) die Zeit (nM)

ISO + IBMX / 47+3 13+1 49+ 2 10+2 20+ 5 82+ 11

H89 /

ISO + IBMX

n=6

Die basale [Ca®]; in dieser Experimentreihe betrug 47 = 3 nM. Auch nach Hemmung der
PKA mit H89 lieB sich eine Erhéhung von [Ca®'], regelmiBig auslosen (Abb. 3.8; Tab. 3.7).
H89 bewirkte hier einen Anstieg von [Ca*'], wie auch in Zeitkontrollen gezeigt wurde. In
den Zeitkontrollen kam es bei einer basalen [Ca**]; von 54 £ 5 nM (n = 3) durch H89 iiber
eine Zeit von 10 Minuten zu einem Anstieg von [Ca*"], von 14 + 1 nM. Trotzdem konnte eine
weitere Ca’*-Erhdhung durch Isoprenalin + IBMX erzielt werden. Um den Effekt zu quantifi-
zieren, wurde die ansteigende Basislinie entlang des Anstiegs durch H89 extrapoliert und die
Hohe des Ca®*-Anstiegs bestimmt (vgl. Abb. 3.8). Der so fiir die Erhéhung von [Ca®'];

ermittelte Wert war mit 10 =2 nM etwas geringer als die primire Erhohung von [Ca®'],durch
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Abb. 3.8 Erhéhung von [Ca®']; durch Isoprenalin (ISO) + IBMX nach Gabe des PKA-Inhibitors H89
ISO + IBMX bewirkten auch weiterhin einen Anstieg von [Ca®']; (a; n = 6), der in der gleichen
Grokenordnung lag wie die Erhéhung von [Ca?], durch eine zweite unbehandelte 1ISO + IBMX
Stimulation. Die Flache des Peaks war jedoch stark verkleinert (vgl. Text). Zeitkontrollen zeigten,
dass H89 uber die Zeit einen gleichmaRigen Anstieg von [Ca?*], bewirkte (b; n = 3).

Isoprenalin + IBMX (13 + 1 nM), was 82 + 11 % entspricht. In Kontrollen, in denen zweimal
hintereinander Isoprenalin + IBMX gegeben wurde, betrug die Hohe des zweiten Peaks
bezogen auf den ersten 82 + 9 %. Es gab demzufolge keinen Unterschied in der Hohe der
Ca’"-Antwort nach Vorbehandlung mit H89.

Die AUC-Bestimmung war aufgrund der ansteigenden Basislinie sehr schwierig, da die
Extrapolation der Basislinie trotz der Zeitkontrollen mit H98 mit einer grofen Willkiir
behaftet ist. Dennoch ist die AUC der [Ca*"]-Erhéhung durch Isoprenalin + IBMX-Stimulati-
on nach Hemmung der PKA deutlich kleiner als nach einer zweiten Kontrollstimulation ohne
PKA-Inhibition. Da der Effekt in Gegenwart von H89 bei einer deutlich erhohten intra-

zelluldren Ca®*-Konzentration auftrat und dadurch der Zustand der Zelle verindert ist, ist eine
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quantitative Diskussion schwierig. Die Messungen zeigen aber, dass auch in Gegenwart von
H89 der Effekt von Isoprenalin + IBMX immer auftrat und der PKA-Inhibitor auch in der
hier verwendeten sehr hohen Konzentration ihn nicht verhindern konnte. Man kann daher
schlieBen, dass die Erhéhung von [Ca®"], durch cAMP-Stimulation nicht ausschlieBlich durch
die PKA vermittelt wird. Durch die Eigenwirkung von H89 auf die intrazellulire Ca*'-
Konzen-tration sind die Experimente jedoch nicht eindeutig und daher sollte dieser zentrale
Punkt noch durch weitere Experimente mit einem anderen Kinase A Inhibitor, etwa einem

membran-géngigen Rp-cAMPs-Derivat, weiter erhirtet werden.

3.2.3.2 Einfluss des Na*-K"-ATPase-Blockers Ouabain auf die Erhéhung von [Ca’'], durch
Isoprenalin

Die Na™-K"-ATPase transportiert Na” gegen das Konzentrationsgefille aus der Zelle heraus,
K" in die Zelle hinein. Dies findet im Verhéltnis 3 Na" gegen 2 K statt, ist damit elektrogen
und tridgt zum negativen Membranpotential bei. In vielen Organen, u.a. auch im glatten
Muskel, erhoht Phosphorylierung der Na'-K'-ATPase durch PKA die Aktivitit des Enzyms.
Stimulation der Na'-K'-ATPase durch Phosphorylierung wiirde dann die Zelle hyperpolari-
sieren und somit die Triebkraft fiir den Ca**-Eintritt in die Zelle erhhen. Wenn diese Hypo-
these zutrifft, miisste Ouabain als Na'-K"-ATPase-Blocker einen Anstieg von [Ca*]; infolge
von B-Stimulation mittels Isoprenalin und anschlieBender Erh6hung von cAMP verhindern.
Nach den Versuchen mit dem PKA Inhibitor H89 konnte eine Mitbeteiligung der PKA am
cAMP-Effekt nicht definitiv ausgeschlossen werden.

Ouabain wurde in der bei Experimenten an Gefdlen der (fiir Ouabain unemfindlichen) Ratte
(Repke et al., 1965 zitiert in Bahrmann and Greeff, 1981) iiblichen Konzentration von 1 mM
einge-setzt und 10 min vor Stimulation mit Isoprenalin (1 pM) + IBMX (100 uM) gegeben.
Es wurde wieder das Doppelstimulationsprotokoll mit einer vorangehenden ANG II-

Kontrollstimulation verwendet.
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Tab. 3.8 Einfluss von Ouabain (1 mM) auf die Ca**-Antwort auf Isoprenalin (1 pM) (ISO) +
IBMX (100 uM)

Stimulation Versuchs- basales [Ca®"], basales [Ca™] A [Ca™];

anzahl n [Ca®]; 1 Peak 1 [Ca®],2 | Peak 2 (%)
(nM) (nM) (nM) (nM)

ANGII/ alle: 17 49+ 4 303 48 +4 34+ 1* 13+ 7%

OUA respond: 5 43+7 30£5 42+7 11+3 44 + 16

ISO + IBMX

ANG II/ alle: 13 51+4 364 53+3 10 £ 3* 32 + 8%

ISO + IBMX respond: 10 49+5 33+£2 50+4 14+3 42+ 8

Die basale [Ca®"]; lag in dieser Versuchsreihe, alle Experimente zusammen genommen (n =

30), bei 50 + 3 nM. Eine Kontroll-ANG II-Stimulation bewirkte eine Steigerung von [Ca*"];

um 33 + 2 nM.

Ouabain (1 mM) alleine hatte keinen Einfluss auf [Ca®'], wenn es 10 min lang gegeben

wurde (n = 18). Es verringerte deutlich die Antworthdufigkeit (Erhohung der [Ca®*],) auf

Isoprenalin + IBMX (n = 17, 5 responder; 29 % Responderquote; Kontrollen: n = 13, 10
responder; 77 % Responderquote) (Abb. 3.9; Tab. 3.8). Dieser Unterschied in der Ant-

worthdufigkeit war hochsignifikant (p = 0,01, Chiquadrat-Test). Wenn jedoch eine Erh6hung

von [Ca®']; ausgeldst wurde, lag sie mit 11 = 3 nM in der gleichen GroBenordnung wie durch

Isoprenalin + IBMX ohne Ouabain-Vorbehandlung (14 + 3 nM).
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Abb. 3.9 Antworthaufigkeit der Erho-

hung von [Ca

Erhéhung von [Ca?*], durch Isoprenalin
(1 yM) + IBMX (100 pM) nach Vor-
behandlung mit dem Na'-K*-ATPase-
Inhibitor Ouabain (1 mM). Ouabain
verhinderte signi-fikant die Antworthau-
figkeit auf Stimulation mit Isoprenalin +
IBMX (p < 0,01).

(n = alle / Responder)

n=17/5
ISO + IBMX ISO + IBMX
Kontrolle nach

Quabain
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Die Experimente zeigen, dass Ouabain die Ca’"-Antwort auf Isoprenalin (1 pM) + IBMX
(100 uM) verhindern kann, d.h. eine aktive Na'-K"-ATPase ist wichtig fiir das Auftreten des
Effektes. Andererseits ist zu bedenken, dass eine Blockade der ATPase die Zelle depolarisiert
und damit die Triebkraft fiir den Ca**-Eintritt in die Zelle schwiicht.

3.2.3.3 Anderung des Membranpotentials durch Isoprenalin + IBMX, Ouabain und ANG 11
Die Ergebnisse mit dem Na'-K'-ATPase-Blocker Ouabain (Kap. 3.2.3.2) scheinen die
Hypothese zu unterstiitzen, nach der cAMP (durch Phosphoylierung) die Na™-K"-ATPase
aktiviert, was zu einer Hyperpolarisation der Zelle fithren und die elektrische Triebkraft fiir
den Ca**-Eintritt in die Zelle erhdhen sollte.

Mit dem Fluoreszenzfarbstoff DiBAC ,(3), der zur Messung des Membranpotential geeignet
ist (Kap. 2.2.3.5), sollte in folgenden Versuchen untersucht werden, ob Isoprenalin + IBMX
tatsichlich eine Hyperpolaristaion der Zelle bewirkt. Ferner sollte untersucht werden, ob sich
mit dieser Methode die depolarisierenden Effekte von Ouabain und ANG II sowie einer
Erh6hung von [K'], nachweisen lassen.

Vorversuche zeigten, dass mit DiBAC,(3) ein Doppelstimulationsprotokoll nur schwer
moglich war und die Fluoreszenz iiber die Zeit anstieg (Abb. 3.10). Daher wurde in dieser
Experimentreihe nur eine einzelne Stimulation untersucht. Zundchst wurde jeweils eine
individuelle Vorlaufzeit gewéhlt, bis die Fluoreszenz bzw. das Membranpotential einen
stabilen Wert erreichte. Diese Zeit, in der nur mit Na-HEPES-PS superfundiert wurde, lag
zwischen 5 und 15 Minuten. AnschlieBend wurde fiir 3 Minuten mit Isoprenalin (1 uM) +
IBMX

(100 uM) superfundiert (Abb. 3.10a). Kontrollversuche wurden durchgefiihrt mit Ouabain
(1ImM fiir 10 min; Abb. 3.10b), ANG II (3 nM fiir 1 min; Abb. 3.10c) und mit K" (10 und
100 mM, 5 min). Diese Stimuli sollten die Zelle depolarisieren und so zum Fluoreszenz-
anstieg fiihren.

Da die Fluoreszenz iiber die Zeit immer weiter anstieg (Abb. 3.10), war eine Quantifizierung

der Pulse nicht moglich, so dass auch eine Kalibrierung nicht durchgefiihrt wurde.
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Tab. 3.9 Anderung des Membranpotentials

durch Isoprenalin + IBMX, Ouabain und ANG I
a) Gabe von Isoprenalin (1 yM) + IBMX (100
uM) hatte keine Anderung des Membran-po-
tentials zur Folge.

b) Ouabain (1 mM), gegeben fir 10 min, be-
wirkte eine Depolarisation, die zum Teil wieder
reversibel war.

¢) Nach Stimulation mit ANG Il (3 nM) kam es
zu einer sehr schnellen Depolarisation.

Stimulus Versuchsanzahl A Fluoreszenzintensitét (re-
lative Einheit)

ISO 1 uM + IBMX 100 uM 3 min 10 0

Ouabain 1 mM 10 min 6 29+5

ANG II 3 nM 1 min 13 13+2

K" 10 mM 4 18+3

K" 100 mM 3 44 +3

Nach diesen Ergebnissen kann die qualitative Aussage getroffen werden, dass mit dieser

Methode die Kombination aus Isoprenalin + IBMX keine Anderung des Membranpotentials

der Zellen bewirkte; insbesondere war die erwartete Hyperpolarisation nicht nachweisbar.

Klar ersichtlich war jedoch die Depolarisation durch die anderen Stimuli. Ouabain fiihrte zu
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einer fortschreitenden Depolarisation, solange sich die Substanz im Bad befand und nach
Entfernen reversibel war (Abb. 3.10b). ANG II (3 nM) bewirkte bei n = 14 jedes Mal eine
Depolarisation, die sofort einsetzte, nachdem ANG II das Bad erreicht hatte. K™ depolarisier-
te die Zelle konzentrationsabhingig.

Mit dieser Methode kann man in dieser Praparation durchaus die durch den K ,1p- Kanal6ft-
ner Levcromakalim hervorgerufene Hyperpolarisation nachweisen (Rauch, 2000), jedoch war
eine Hyperplarisation nach Stimulation durch Isoprenalin + IBMX nicht nachweisbar. Man
muss also schlieBen, dass die Arbeitshypothese (cAMP erhoht die [Ca®]; durch Stimulation
der Na"-K"-ATPase) falsch ist.

3.2.4 Mechanistische Untersuchungen II: Beitrag des Ca**-Einstroms zur Erhéhung
von [Ca*'], durch cAMP

Die Ca**-Erhéhung nach Stimulation durch ANG II und cAMP-Erhéhung kann auf Ca*'-

Einstrom und / oder durch Entleeren der in den reninsezernierenden Zellen vorhandenen

intrazelluliren Ca**-Speicher beruhen. In den folgenden Kapiteln wird zunichst der Beitrag

des Ca**-Influxes charakterisiert.

3.2.4.1 Erhéhung der intrazelluliiren Ca’*-Konzentration durch Isoprenalin + IBMX und
ANG II nach Entfernung von extrazellulirem Ca’*

Zunichst sollte die Frage geklért werden, wie viel der Ca**-Influx zur Ca**-Erhéhung nach
Stimulation mit Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) und ANG II (3 nM) beitrdgt. Dazu
wurden die Stimuli in Ca**-freiem Medium gegeben. Wenn noch immer eine Ca**-Erhéhung
auftritt, muss Ca®" aus den intrazellulidren Speichern freigesetzt werden.

Zur Quantifizierung wurde wieder das Doppelstimulationsprotokoll angewandt. Dazu wurde
zunéchst mit Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) oder ANG II (3 nM) in Ca*"-haltigem
Puffer stimuliert. Danach wurde auf Ca*"-freies Medium (0 nM Ca**, 5 mM EGTA) umge-
schaltet und erneut stimuliert (Abb. 3.11). Desweiteren wurde eine Kontrolle durchgefiihrt,
bei der die Zellen durch K™ (60 mM) depolarisiert wurden. Hier ist bekannt, dass die Erho-
hung von [Ca®], (nahezu vollstindig) durch Ca**-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum

bewirkt wird.
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Tab. 3.10 Erhohung von [Ca*]; durch Isoprenalin + IBMX im Ca*'-freiem Puffer

Stimulation basales | [Ca®']; AUC1 | Ca*- [Ca™]; AUC 2 A[Ca?], | AUC
[Ca™]; Peak 1 (mg) Abfall Peak 2 (mg) (%) (%)
(nM) (nM) (nM) (nM)

a) ANG/ 41+4 27+5 34+10 | 20+2 5+0,5 5+1 22+ 6 25+ 1
ISO + IBMX
0Ca;n=5

b) ANG/ 49 +2 20+3 17+ 1 22+1 38+3 114 £ 18 222 +18
ISO + IBMX
n=3

¢)ISO+IBMX/ | 44+3 17+2 32+6 15+1 6+2 24+0,7 | 31+£9 8+2
1SO + IBMX
0Ca;n=9

d)ISO+IBMX/ | 44+5 26+4 45+9 21+4 33+4 82+9 81+12
ISO + IBMX
n=4

e) ANG/ ANG 47+ 4 2243 23+5 23+5 12+2 8+1 59+8 41+ 6
0Ca;n=17

f) ANG / ANG 39+8 37+7 32+7 32+5 30+8 91+6 93+5
n=>5

g) ANG/ 59+15 | 355 23+ 6 33+£12 |0 0 0 0
K" 60 mM;
0Can=3

h) ANG / 42 +7 47+22 | 31+£10 63 +33 65+38 127116 | 256+ 73

K60 mM;n=3

i) K" 60 mM / 365 49+ 7 67+7 13+£3 09+0,5 | 1+0,6 2,7+ 1,7 2+1
K" 60 mM 26+0,6 |32+09 |8+4 6+2
0Ca;n=9

(3 Responder)

)K" 60 mM / 14 76 67 75 70 97 +2 111+7
K" 60 mM 44 18 31 17 37
n=2

Alle Experimente zusammengefasst (n = 50) lag die basale [Ca®]; in dieser Experimentreihe

bei 43 £ 2 nM. Die Ca**-freie Losung (Na-HEPES ohne Ca*" mit 5 mM EGTA) bewirkte ein

Absinken der Ca*-Konzentration in der Zelle um 19 + 2 nM, d.h. die Ca**-Konzentration in

den Zellen fiel auf eine [Ca*"], von 26 + 1 nM ab.

In Ca**-haltiger Losung erhohte eine zweite Stimulation mit ANG II (3nM) [Ca*']; bezogen
auf die erste ANG II (3nM)-Kontrollapplikation die Peakhohe um 91 + 6 % und die Peakfla-

che um 93 £+ 5 %; die Erhohung war demzufolge geringfiigig kleiner (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11 Erhéhung von [Ca®]; durch ISO + IBMX, ANG Il und K* in Ca®*-freiem Medium

a) Erhéhung von [Ca?*], durch ANG I (3 nM) in Ca?*-freiem Puffer. Sofort nach dem Wechsel zur
Ca?*-freien Losung fiel [Ca®*]; um ca. 20 mM ab. Die Antwort auf ANG Il war verkleinert, die Plateau-
Phase fehlte.

b) Isoprenalin + IBMX: Bezogen auf primaren Anstieg von [Ca?*], durch ISO + IBMX in Ca**-haltigem
Medium war die Erhéhung von [Ca?*], durch ISO + IBMX in Ca? -freier Lésung starker verkleinert als
die ANG II-Antwort in Ca?*-freiem Medium.

c) Doppelstimulationen mit 60 mM K* riefen annéhernd gleiche Erhéhungen von [Ca®*], hervor.

d) Nach Entfernung von [Ca**], kam es in diesem Experiment nicht mehr zu einer Erhéhung von
[Ca®7; (vgl. Text).

2+]i

In Ca**-freier Losung erhohte ANG II (3nM) [Ca®*], bezogen auf die erste ANG II (3nM)-
Stimulation um 59 + 8 %, wenn die Peakhdhe beriicksichtigt wurde und um 41 + 6 % bei
Beriicksichtigung der Peakfliche. Die Erhohung von [Ca®*]; war also in Ca**-freier Losung
um rund 30 bzw. 50 Prozentpunkte kleiner als in Ca**-haltiger Losung (Abb. 3.12).

Stimulation mit Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) (3 min) nach primérer ANG II (3nM)-
Stimulation bewirkte in dieser Experimentserie (n = 3) eine aulergewdhnlich starke Erho-
hung von [Ca®"],, die bezogen auf den ersten ANG II-Puls wesentlich groBer war: Bei der

Peakhohe betrug sie 114 + 18 %, bei der Peakfldche waren es 222 + 18 % (Abb. 3.12). In
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Ca**-freier Losung erhohte die Kombination aus Isoprenalin + IBMX [Ca®']; bezogen auf den
ersten ANG II-Kontrollpuls, der in Ca**-haltiger Losung stattfand, um 22 + 6 % (Peakhdhe)
bzw. 25 + 12 %. Hier war die Erhohung von [Ca*"]; durch Isoprenalin + IBMX in Ca**-freier
Losung wesentlich kleiner als in Ca**-haltiger Losung.

Sowohl die Erhéhung von [Ca?*], durch ANG II (3nM) als auch durch Isoprenalin + IBMX
war in Ca*'-freier Losung kleiner als in Ca®*-haltiger Losung, jedoch war die Antwort auf
Isoprenalin + IBMX deutlich stirker (etwa um einen Faktor 2) verkleinert. Dies konnte aus
den Isoprenalin + IBMX-Doppelstimulationsversuchen direkt und quantitativ gekléart werden.
Stimulation mit Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) (3 min) nach primédrem Isoprenalin
(1 uM) + IBMX (100 uM) (3 min) Puls bewirkte in Ca**-haltiger Lésung eine Ca*"-Erho-
hung, die bezogen auf die Erhéhung von [Ca®"]; durch primire Isoprenalin + IBMX-Ap-
plikation geringfiigig kleiner war: bei Beriicksichtigung der Peakhohe betrug sie 82 + 9 %,
bei Beriicksichtigung der Peakfliche waren es 81 + 12 %. In Ca*-freier Losung erhohte die
Kombination aus Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 pM) [Ca*"]; bezogen auf den ersten
Isoprenalin + IBMX-Kontrollpuls in Ca**-haltiger Lésung um 31 £ 9 % (Peakhohe) bzw. 8
+ 2 % (AUC) (Abb. 3.12). Hier war die Erhéhung von [Ca*"]; durch Isoprenalin + IBMX
wesentlich kleiner in Ca**-freier Losung als in Ca?'-haltiger Losung. Die Peakhdhe war
weniger stark reduziert als die Peakflidche. Auch die Antworthdufigkeit war reduziert: Bei der
Doppelstimulation mit Isoprenalin + IBMX, bei denen die zweite Stimulation in Ca**-freier
Losung stattfand, trat die zweite Antwort 7 von 9 mal auf, 2 x wurde keine Reaktion erhal-
ten. Das entspricht einer Antworthiufigkeit von 78 %.

Vergleicht man die Fliche der Erhéhung von [Ca®*],, die eine zweite Isoprenalin + IBMX-
Stimulation bezogen auf die durch erste Isoprenalin + IBMX-Stimulation ausgeldste mit der
Fliche der Erhéhung von [Ca*'], die eine zweite ANG II-Stimulation bezogen auf die erste
ANG II-Stimulation ausldst, so erhilt man in Ca**-freier Losung mit Hilfe des t-Tests einen
signifikanten Unterschied (8 + 2 % vs. 41 = 6 %: p < 0,001; Abb. 3.12), in Ca**-haltiger
Losung sind die Flichen in Prozent bezogen auf den jeweils ersten Puls nicht signifikant
verschieden (81 £ 12 % vs. 93 £ 5 %: p > 0,05). In Ca*"-freier Losung nimmt die GroBe des
zweiten Peaks bei Isoprenalin + IBMX-Stimulation demzufolge starker ab als bei ANG II-
Stimulation. Damit ist fiir die Erhdhung von [Ca*']; durch Isoprenalin + IBMX der Einstrom

von Ca*" aus dem Extrazellulidrraum wesentlich wichtiger als bei der Erhchung von [Ca®'];
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durch ANG II. Die Erhéhung von [Ca*']; durch Isoprenalin + IBMX scheint demzufolge zu
einem sehr geringen Anteil durch Entleerung der intrazelluliren Speicher zu kommen,

hauptsichlich aber durch Ca**-Einstrom von aufen.

Auch bei der Stimulation mit K™ (60 mM fiir 3 min) wurde wieder das Doppelstimulations-
protokoll angewandt. In der Gegenwart von Ca*>" war die Antwort auf den zweiten Stimulus
sowohl in Peakhohe (97 + 2 %) als auch in Peakfliche (111 + 7 %) anndhernd gleich grof3
(Abb. 3.11c). Erfolgte die zweite Stimulation in Abwesenheit von [Ca**], (Abb. 3.11d), kam
es in 3 von 9 Versuchen zu einer sehr geringen Erhéhung von [Ca*'], die bezogen auf die
Peakhohe 2,7 + 1,7 % (alle) / 8 + 4 % (responder) des ersten K'-Pulses betrug; bezogen auf
die Peakflidche waren es 2 = 1 % (alle) / 6 = 2 % (responder). Diese Reduktion war statistisch
signifikant stirker als bei Isoprenalin + IBMX (2,7 + 1,7 % vs. 8 £2 %: p <0,05). Dies zeigt
noch einmal, dass an der Ca*"-Antwort auf cAMP-Erhdhung in einem geringen Mafe auch

die Entleerung intrazelluldrer Speicher beteiligt ist.

*
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Abb. 3. 12 Erhéhung [Ca®']; in Ca?- haltiger und Ca*-freier Lésung.

Gezeigt ist jeweils die 2. Stimulation als Prozent der ersten. Dargestellt ist hier die Auswertung der
Peak-flachen.

In Ca®*-freier Lésung war die Ca?*-Antwort auf ISO + IBMX wesentlich stéarker reduziert als die auf
ANG I

(3 nM) (p < 0,001, vgl. Text). Eine zweite K* (60 mM)-Gabe in Ca*-freiem Medium rief eine sehr
kleine Erhdhung von [Ca?] in 3 von 9 Fallen hervor.

In Ca?*-freier Lésung war die Ca?*-Antwort auf K* wesentlich starker reduziert als die auf 1ISO + IBMX
(p < 0,05, vgl. Text).
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3.2.4.2 Einfluss der Blockade spannungsaktivierter Ca’*-Kandle vom L-Typ mit Isradipin auf
die Erhohung von [Ca’" ], durch Isoprenalin + IBMX und ANG 11

Nachdem gezeigt wurde, dass die Ca*-Antwort auf Stimulation mit Isoprenalin + IBMX
wesentlich durch einen Ca**-Influx zustande kommt, erhebt sich die Frage nach dem Ca®'-
Eintrittsweg. Eine Moglichkeit wire ein Ca**-Einstrom durch spannungsaktivierte Ca*'-
Kanidle vom L-Typ, die durch Dihydropyridine blockiert werden konnen. Die Existenz
solcher Kanéle auf den reninsezernierenden Zellen ist umstritten (Kap. 1.3.1.2). Es sollte
deshalb in diesem Ansatz untersucht werden, ob Blockade dieser Kanile durch das Di-
hydropyridin Isradipin (100 nM) die Ca**-Antwort auf Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM)
verringert. Es war frither an dem gleichen Préparat und der gleichen Messapparatur gezeigt
worden, dass der durch K" (60 mM) induzierte Ca**-Anstieg durch Isradipin (100 nM)
blockiert wird (Rauch, 2000).

Fir die Experimente wurde das Doppelstimulationsprotokoll gewéhlt. Zundchst wurde
Isoprenalin + IBMX fiir 3 Minuten gegeben. Nach einer Auswaschphase erfolgte Perfusion
mit Isradipin in einer Konzentration von 100 nM fiir 5 min; dieser Losung wurde dann fiir 3
Minu-ten Isoprenalin + IBMX zugesetzt (Abb. 3.13a). Fiir die Stimulation durch ANG II
(3nM) wurde das gleiche Protokoll untersucht, da auch hier noch nicht klar ist, ob der
Einstrom von Ca®" aus dem Extrazelluldrraum durch spannungsaktivierte Ca**-Kanile erfolgt
(Abb. 3.13b). Zur Kontrolle wurde das Protokoll mit K™ (60 mM) untersucht. In einigen
Experimenten (n = 8) wurde vor Stimulation mit Isoprenalin + IBMX bzw. ANG II mit K"
(60 mM) superfundiert, um sicher zu stellen, dass Isradipin aus vorherigen Versuchen

vollstindig aus der Apparatur ausgewaschen war.
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Tab. 3.11 Einfluss von Isradipin (100 nM) auf die Erhéhung von [Ca*']; durch Isoprenalin

(1 uM) + IBMX (100 uM) und ANG II (3 nM)

Stimulation basales | [Ca*'] AUC 1 | basales [Ca®™") AUC 2 A[Ca*];, | AUC (%)
[Ca®]; 1 | Peak 1 (mg) [Ca*];2 | Peak2 (mg) (%)
(nM) (nM) (nM) (nM)
ISO+IBMX/ | 48+4 19+3 30+7 49+ 4 15+2 23+5 81+6 817
Isradipin +
I1SO + IBMX
n=11
ANG/ 43+3 30+4 32+7 49 +£3 27+4 34+7 93+ 10 11011
Isradipin +
ANG
n=10
a) ISO 1 uM ISO 1 uM
+ IBMX 100 uM + IBMX 100 uM
— —
60 - Isradipin 100 nM
s
£ 50 1
3,40 1
30 A
20 =T T T T T
0 10 15 20 25
Zeit (min)
b) ANG I ANG Il
3nM 3 nM
- -
90 - o
Isradipin 100 nM
801
=
£ 70 A1
g'm 60 -
o,
50 -
40 4
30 -r T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zeit (min)

Abb. 3.13 Nach Blockade der spannungsaktivierten Ca®-Kanéle vom L-Typ mit Isradipin (100 nM)
war die Erhéhung von [Ca®']; sowohl durch ANG 1l (3 nM) (a), als auch durch Isoprenalin (1 uM) +

IBMX (100 uM) (b) nicht verandert.
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Die basale [Ca*'], betrug in diesen Experimenten 45 £+ 2 nM (n = 25). K" (60 mM) bewirkt
einen Ca®*-Einstrom, der durch Isradipin nahezu vollstindig unterbunden wurde (n = 4;
Daten nicht gezeigt).

Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 pM) erhohte [Ca**], um 19 + 3 nM (erster Peak). Nach
Blockade der spannungsaktivierten Ca**-Kanile (Ca,1.x) mit Isradipin erhdhten Isoprenalin
+IBMX [Ca*],um 15+ 2 nM (n = 11; Tab. 3.11). Bezogen auf den ersten Peak betrug die
Erhéhung von [Ca®*]; nach Isradipin-Behandlung 81 + 6 % (Peakhohe) bzw. 81 = 7 %
(Peakflache) (Tab. 3.11; Abb. 3.13a). Zum Vergleich werden Experimente aus einer anderen,
zeitlich sehr nahen Versuchsreihe herangezogen (Tab. 3.10). Auch bei der unbehandelten
Isoprenalin + IBMX-Stimulation ist die Grof3e der Antwort des zweiten Isoprenalin + IBMX-
Peaks bezogen auf den ersten in einer Gro8enordnung von 82 + 12 % (Peakgrdéfe) bzw. 81 +
12 % (Peakflache). Isradipin (100 nM) hat also keinen Einfluf auf die durch Isoprenalin +
IBMX hervorgerufene Ca®*-Antwort.

Ebenso war eine Erhéhung von [Ca*"]; durch ANG II (3nM) nach Applikation von Isradipin
moglich (n = 10; Tab. 3.11; Abb. 3.13b). Die GroBe des zweiten Anstiegs von [Ca*]; durch
ANG II (3nM) bezogen auf die erste betrug 93 + 10 % (PeakgroBe) bzw. 110 £ 11 % (Peak-
fliche). Vergleicht man diesen Anstieg mit dem, der durch eine zweite ANG II-Stimulation
ohne Vorbehandlung mdglich ist (Peakhdhe: 91 + 6 nM Peakfliche: 93 + 5 %), so ist auch
hier kein Unterschied festzustellen.

Es bleibt festzustellen, dass Dihydropyridin-empfindliche VOCCs (Ca, 1.x) in dieser Prépara-
tion nicht zur Ca®*-Antwort auf Isoprenalin + IBMX und ANG II (3nM) beitragen, obwohl
sie sehr wohl vorhanden sind, wie die Hemmung der Antwort auf K'-Depolarisation durch

Isradipin zeigt.

3.2.4.3 Einfluss einer Blockade der SOCCs (I1,) mit 2-APB und Gd** auf die Erhéhung von
[Ca** ], durch Isoprenalin+IBMX und ANG II

Eine weitere Moglichkeit des Ca®*-Eintritts wire der Einstrom durch speicheraktivierte Ca*'-

Kandle (store-operatetd Ca-channels, SOCCs), deren Anwesenheit in den reninsezernieren-

den Zellen diskutiert wird (Kap. 1.3.1.1). Daher wurde untersucht , ob Blockade dieser

Kanile durch Gd** (50 puM) und 2-APB = 2-Aminoethoxydiphenylboran (30 uM), zwei
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bekannte SOCC-Blocker (Clapham et al., 2002) die Ca**-Antwort auf Isoprenalin + IBMX
oder ANG II beeinflusst.

Zunéchst wurde wieder eine Kontrollstimulation mit Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 pM)
bzw. ANG II (3nM) durchgefiihrt. Nach Auswaschphase wurde mit Gd** (50 uM) bzw. 2-
APB (30 uM) fiir 5 Minuten superfundiert. Dieser Losung wurde dann Isoprenalin + IBMX
(Abb. 3.14a und b) bzw. ANG II (Abb. 3.14c und d) zugesetzt.

Tab. 3.12 Einfluss von Gd** (50 uM) und 2-APB (30 uM) auf die Erhéhung von [Ca*"]; durch
Isoprenalin (1 pM) + IBMX (100 uM) und ANG II (3 nM)

Stimulation basales | [Ca*]; | AUC1 | basales | [Ca®]; | AUC2 | A[Ca*], | AUC
[Ca*];1 | Peak 1 | (mg) [Ca®];2 | Peak 2 | (mg) (%) (%)
(nM) (nM) (nM) (nM)

ISO +IBMX/ 2-APB | 47 +4 11+£3 - 47+3 0 0 0 0

+ISO+IBMX;n=5

ISO+IBMX/ Gd*" + | 32+6 9+2 - 316 0 0 0 0

ISO +IBMX;n=7

ANG II/2-APB 46+ 6 32+£3 | 22+3 | 41+£5 22+3 | 174 | 69+7 81+18

+ANGI;n=4

ANG 11/ G&** 33+1 21+£2 21+1 32+£2 101 | 13+1 47+3 62+2

+ANGI;n=6

ISO+IBMX / ISO+ 44 +5 26+ 4 45+9 43+ 4 21+4 | 33+4 82+9 81 +12
IBMX; n=4

ANGII/ ANG II 39+ 8 37+7 32+7 39+6 32+5 | 30+8 91+6 93+5
n=>5

Blockade der SOCCs mit 2-APB (30 uM) (n = 5) und Gd** (50 uM) (n = 7) verhinderte den
Anstieg von [Ca®*']; als Antwort auf Isoprenalin + IBMX (Abb. 3.14a und b) vollstéindig.

Der Anstieg von [Ca®'], nach ANG II (3nM) war nach Blockade der SOCCs abgeschwiicht
(Tab. 3.12). Unbehandelt 16st eine zweite ANG II-Stimulation ein Erhéhung von [Ca*]; aus,
die bezogen auf den ersten Puls 91 + 6 % (Peakgrofie) bzw. 93 £ 5 % (Peakfldche) betrug;
nach Blockade der SOCCs mit 2-APB waren es 69 + 7 % (PeakgroBie) bzw. 81 + 18 %
(Peakfliche) (Abb. 3.14c). Die Peakhohe war damit signifikant verkleinert (p = 0,05), die
Peakflache zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05). Nach Blockade der
SOCCs mit Gd*" war die Antwort mit 47 + 3 % (PeakgroBe) bzw. 62 + 2 % (Peakfliche)
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signifikant kleiner als durch unbehandeltes ANG II (Peakgrof3e und Flache: p <0,001) (Abb. 3.14d).
Der Unterschied in der Hemmung der Anstiege von [Ca*']; nach den beiden Inhibitoren ldsst
auf nicht vollstdndige Kanalblockade und unterschiedliche Effektivitét der beiden Inhibitoren
schliessen. Bemerkenswert ist, dass die beiden SOCCs-Blocker die Antwort auf einen cAMP
Anstieg vollstindig unterdriickten, obwohl in Ca**-freier Losung noch eine kleine Antwort

bestehen blieb (Kap. 3.2.4.1).

a) b)
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BV 160 uM IBMX 100 M IBMX 100 M IBMX 100 uM
707 o —
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Abb. 3.14 Effekt von Isoprenalin + IBMX und ANG Il auf [Ca®*], nach Blockade der SOCCs Blockade
der SOCCs (speicheraktivierte Ca?*-Kanale) mit 2-APB (30 uM) verhinderte einen Anstieg von [Ca?"],
durch Isoprenalin + IBMX (a; n = 5), ebenso wie Blockade der SOCCs mit Gd** (50 uM) (b; n = 7).
Erhéhung von [Ca?*], durch ANG Il (3 nM) war nach Blockade der SOCCs mit 2-APB (30 uM)
(c; n =4) und Gd* (50 uM) (d; n = 6) deutlich verringert.
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3.2.5 Mechanistische Untersuchungen III: Beitrag der Entleerung intrazellulirer
Speicher zur Ca**-Erhohung
3.2.5.1 Einfluss der Blockade der sarkoplasmatischen Ca’*-ATPase auf die Erhohung von
[Ca’* ], durch Isoprenalin + IBMX und ANG II

Die Experimente in Ca**-freiem Medium (Kap. 3.2.4.1) haben gezeigt, dass Isoprenalin +
IBMX auch unter diesen Bedingungen (kein extrazellulidres Ca®") noch eine drastisch ver-
minderte, aber regelmiBige Erhohung von [Ca®‘]; bewirkt. Dies legt die Vermutung nahe,
dass dieser Effekt auf einer partiellen Speicherentleerung durch cAMP beruht. In dieser
Versuchsreihe sollte jetzt untersucht werden, ob Blockade der Ca**-ATPase in der Membran
der intrazelluldren Speicher einen Einfluss auf den Ca**-Anstieg durch Isoprenalin + IBMX
(und ANG II) hat. Verwendet wurden die Ca’"-ATPase-Blocker Cyclopiazonsiure (CPA)
und Thapsigargin. Beide blockieren die sarkoplasmatische Ca**-ATPase, die Ca*" in die
Speicher zuriick pumpt (Fellner und Arendshorst, 1999; Loutzenhiser und Loutzenhiser,
2000; Schweda et al., 2001). Dadurch werden die Speicher entleert und Ca*" steigt in der
Zelle an. Die leeren Speicher aktivieren dann SOCCs / [ z,-Kanéle (Kap. 1.3.1.1), so dass
ein weitere Anstieg von [Ca®"]; erfolgt. Isoprenalin + IBMX wurde gegeben, wenn [Ca*'];
nach CPA- oder Thapsigargin-Gabe stabil war (Erreichen eines Plateaus). Der wichtigste
Unterschied in der Wirkung von Thapsigargin und CPA soll die Reversibilitit (CPA; Ba-
daoui et al., 1995) bzw. Irreversibilitit (Thapsigargin; Treiman et al., 1998) der Hemmung
der Ca**-ATPase sein.

3.2.5.1.1 Verwendung des Ca**-ATPase-Hemmstoffes Thapsigargin

Zu Beginn erfolgte wieder ein Kontrollpuls aus Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) fiir 3
Minuten. Nach der Auswaschphase wurde Thapsigargin zunéchst fiir 7 Minuten in einer
Konzentration von 1 uM gegeben, um die Ca*-ATPase irreversibel zu hemmen. Anschlie-
Bend wurde die Konzentration auf 100 nM abgesenkt; mit dieser niedrigeren Konzentration
wurde nochmal fiir 4 Minuten superfundiert, bevor dann fiir 3 Minuten eine Stimulation mit
Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) in Anwesenheit von Thapsigargin erfolgte (Abb.
3.15a).

Dasselbe Protokoll wurde auch auf ANG II (3 nM) iibertragen, jedoch betrug die ANG II-
Stimulationszeit 1 Minute (Abb. 3.15b). Laut Literatur (Kap. 1.3.2.1) soll der schnellen
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Komponente der Erhdhung von [Ca*'], durch ANG II eine Speicherentleerung zugrunde
liegen und die sich anschlieBenden Plateau-Phase durch Einstrom von Ca*" aus dem Extra-
zelluldrraum verursacht werden. Die Konzentration von ANG II (3 nM) ist relativ gering, so
dass hier der Peakphase eine groflere Bedeutung zukommen sollte als der Plateauphase. Auch
die kurze Andauer der ANG II-Superfusion sollte die Peakphase betonen. Aus diesem Grund
wurde eine starke Abnahme der Antwortgrof3e erwartet.

Desweiteren wurden Zeitkontrollen durchgefiihrt, bei denen iiberpriift werden sollte, ob der

Konzentrationswechsel des Thapsigargins Auswirkungen auf [Ca*"]; hatte.

Tab.3.13 Erhéhung von [Ca*"]; durch Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) nach Hemmung
der Ca*’-ATPase mit Thapsigargin (Tha)

Stimulation basales [Ca®"],Pe- | Ca?'-Anstieg [Ca?] A [Ca*"],
[Ca*],(nM) | ak 1 (nM) (nM) Peak 2 (nM) (%)
a) ISO + IBMX / 56=+5 20+2 100 £ 10 -9 £ 3 (alle)
Tha + ISO + IBMX -11 £3 (resp.)
n=10
b) ISO + IBMX / 44 +5 26+ 4 21+4 82+9
ISO + IBMX
n=4
c) ANGII/ 5445 5410 69+6 11£8 5+12
Tha + ANG I o) 73117 | 29+5 85+3 0 0
n=12 B)48+4" 35+6 79+ 8 -17+£5 -52+13
V) 46£7" 48 + 16 75+7 11+5 21+6
8)49+6" 105+ 8 36+1 52+4 50+ 6
d) ANGII/ ANG 1T 39+8 37+7 32+5 91+6
n=15
e) ANG I/ Tha, 41 +£2 39+5 131 +£21
Zeitkontrolle

" Versuche aufgeteilt nach GroBe der primiren Erhohung von [Ca®"]; durch ANG II: o)) n = 3;
Byn=3;y)n=3;8)n=3;

Hier lag die basale [Ca®'], bei 56 =+ 5 nM (Tab. 3.13, a) bzw. 54 + 5 nM (Tab. 3.13, c) bzw.
41 = 2 nM (Zeitkontrolle). Thapsigargin erhdhte [Ca**]; um 100 + 10 nM (Tab. 3.13, a),
69+ 6 nM nM (Tab. 3.13, ¢) bzw. 131 +21 nM (Zeitkontrolle). Bezogen auf die basale [Ca*"],
zu Beginn sind dies Erhdhungen um 202 +35 % (Tab. 3.13, a), 135+16 % (Tab. 3.13, c) bzw.
314 = 33 % (Zeitkontrolle). Wenn der Anstieg von [Ca®*]; schnell erfolgte, fiel [Ca®']; nach

Erreichen der Plateauphase wieder leicht ab. Aus den Zeitkontrollen geht hervor, dass nach
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einem Plateau trotz weiterer Superfusion mit Thapsigargin [Ca?'], langsam aber stetig abfiel.

AuBerdem fiel auf, dass Thapsigargin [Ca®*], weitaus weniger (36 + 1 nM) erhohte, wenn der

primire [Ca’']-Anstieg als Antwort auf ANG II ohne Vorbehandlung sehr groB war
(Tab. 3.13 ¢, 105 £ 8 nM); bei kleiner primirer [Ca*"]; Erhdhung (Tab. 3.13, MW aus a + ¢

+d, 37 £ 6 nM) betrug der Anstieg von [Ca?*], durch Thapsigargin jedoch 69 = 6 nM.

Als wichtigstes Ergebnis kann man festhalten, dass nach Thapsigargingabe Isoprenalin (1

uM) +IBMX (100 pM) [Ca*"]; bis auf eine Ausnahme nicht mehr erhhte . Vielmehr kam es

sogar in 7 von 10 Experimenten zu einem Abfall von [Ca*']; in dem GefiB, eine Reaktion, die

nach cAMP-Erhohung zu erwarten wire. Der Abfall von [Ca*'], betrug in diesen sieben

Gefiflen im Mittel 11

+ 3 nM (Abb. 3.15a).
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Abb. 3.15 Einfluss des Ca®*-
ATPase-Inhibitors Thapsigargin
(Tha) auf die Erhéhung von [Ca®'];
durch Stimulation mit ISO + IBMX
(a) oder ANG 11 (b)

a) Thapsigargin bewirkte eine Erho-
hung von [Ca®'], die bei 140 nM
lag. Mit ISO + IBMX lieR sich an-
schlieRend keine Erhéhung von
[Ca®], mehr erreichen, es war so-
gar ein leichter Ca®*-Abfall zu er-
kennen.

b) Die Ca*-Antwort auf ANG Il
nach Thapsigargingabe war un-
einheitlich, in 12 Experimenten
fihrte ANG Il sechs Mal wie hier
zu einem kleinen Anstieg von
[Ca®T].
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Die Antworten auf ANG II (3nM) nach Thapsigargingabe war uneinheitlich (Tab. 3.13c):
wenn der primire Ca**-Peak klein war (o), gab es nach Thapsigargin keinen Effekt mehr oder
er war sogar negativ (3); war die priméire Antwort mittel (y) oder sehr groB (8), so blieb dies
auch nach Thapsigargin der Fall.

Es bleibt festzuhalten, dass Inhibition der SERCA durch Thapsigargin die Ca**-Erhéhung
nach Isoprenalin + IBMX vollstindig verhinderte. Dies ist ein erstaunliches Resultat, da
SOCC-Blockade den Effekt ebenfalls verhindert (Kap. 3.2.4.3). Der Effekt von ANG II (3
nM) wird im Mittel sehr stark verkleinert, wobei die groBe Heterogenitit der Hemmung

auftallt.

3.2.5.1.2 Verwendung des Ca*-ATPase-Hemmstoffes CPA

Als weiterer Hemmstoff der Ca**-ATPase wurde CPA in einer Konzentration von 10 uM
verwendet.

Zunéchst wurde fiir 3 Minuten mit Isoprenalin + IBMX stimuliert. Nach einer Auswasch-
phase wurde CPA fiir 7 Minuten gegeben. In dieser Zeit war ein stabiles Plateau erreicht.
Anschliefend wurde wieder fiir 3 Minuten mit Isoprenalin + IBMX im CPA-haltigen Medi-
um superfundiert. Am Ende erfolgte eine Auswaschphase. Nachdem die Ca**-Konzentration
wieder das Ausgangslevel erreicht hatte, wurde in 2 von 4 Fillen noch einmal mit Isoprenalin
+ IBMX fiir 3 Minuten superfundiert (Abb. 3.16a), um zu tiberpriifen, ob sich nach Entfernen
der CPA eine weitere Ca*"-Erhohung auslosen ldBt. Analoge Versuche wurden auch mit

ANG II (3nM) durchgefiihrt (Abb.3.16b).
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Tab. 3.14 Erhohung von [Ca*'], nach Hemmung der Ca**-ATPase mit CPA 10 uM

Stimulation basales | [Ca*']; | AUC | Ca- Ca*- | [Ca™], | AUC2 | A[Ca*], | AUC
[Ca?"], | Peak 1 | I (mg) | Anstieg | Abfall | Peak 2 | (mg) (%) (%)
(nM) (nM) (nM) (nM) (nM)

a)ISO+IBMX/ | 49+£8 | 21+7 | 18+6 | 74+9 4+2 5+£3% | 3£29 28 +£22Y | 26+ 19

CPA +ISO+ 45» 40 22 93" 8Y 8" 5°) 20 23"

IBMX 50 11° 9 72 9 10” 8 91 89

n=4

b)ISO+IBMX/ | 44+5 |26+4 | 45+9 | - - 21+4 | 33+4 82+9 81+12

ISO+ IBMX

n=4

c) ANG/ 41+7 | 28+4 | 17+3 | 46+3 0 162 | 11+4 62 +24 62+8

CPA + ANG

n=4

d)ANG / ANG 39+8 37+7 | 32+£7 | - - 32+£5 [ 308 91+6 93+5

n=>5

alle Experimente incl. der, die nach CPA-Gabe nicht mehr reagiert haben

®von n =4 haben nach CPA-Gabe zwei GefiBe noch auf Isoprenalin + IBMX reagiert; diese
sind hier einzeln aufgefiihrt

Die basale [Ca®"]; lag in diesen Experimenten bei 49 + 8 nM (Tab. 3.14, a) bzw. 41 = 7 nM
(Tab. 3.14, ¢).

CPA (10 uM) erhohte [Ca*'], um 74 + 9 nM (a) bzw. 46 £ 3 nM (Tab. 3.14, ¢). In einigen
Fillen kam es sofort nach Erreichen des maximalen Anstiegs von [Ca®]; durch CPA zu
einem leichten Abfall von [Ca®‘],, nach sieben Minuten war aber ein stabiles Niveau erreicht.
Bezogen auf die basale [Ca®'], zu Versuchsbeginn war dies eine Erhdhung um 160 + 19 % (a)
bzw. 119 £ 9 % (Tab. 3.14c).

Nach Gabe von CPA war der Effekt von Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 pM) deutlich in
der Grofe (Tab. 3.14) und der Antworthdufigkeit verringert. Von vier Gefdalen reagierten
noch zwei auf Stimulation mit Isoprenalin + IBMX. Nach Auswaschen der CPA konnte
durch Isoprenalin + IBMX wieder ein Anstieg von [Ca®']; ausgeldst werden (Abb. 3.16a).
ANG II (3nM) erhdhte [Ca*']; nach Gabe von CPA regelmiiBig in jedem Experiment (n = 4).
Bezogen auf den ersten Peak betrug diese Erhohung 62 + 24 % (Peakgrofie) bzw. 62 + 8 %
(Peakfliche). Sogar eine zweite Erhohung von [Ca®]; mit ANG II (3nM) war méglich (n = 2)
(Abb. 3.16b). Dennoch ist die Antwort kleiner als nach fritheren ANG II-Doppelstimulatio-

nen erwartet.
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Abb. 3.16 Einfluss des Ca®*-ATPase-Inhibitors CPA auf die Erhéhung von [Ca?*], durch Stimulation

mit ISO + IBMX (a) oder ANG Il (b)

a) CPA (10 uM) erhéhte [Ca?']; hier stark; ein [Ca®*]-Anstieg lies sich mit ISO (1 uM) + IBMX (100 uM)
nicht mehr auslésen. Nach Auswaschen von CPA konnte wieder eine Erhéhung von [Ca®']; durch ISO

+ IBMX erzielt werden.

b) Erhéhung von [Ca®]; durch ANG Il (3 nM) nach CPA-Gabe war auch mehrfach hintereinander
mdglich, allerdings sind die Antworten hier kleiner.

Der absolute Anstieg von [Ca?']; (nM) ist durch Thapsigargin (1 uM; 3 min + 100 nM; 4 min;

96 + 6 nM, n = 22; basales [Ca*"]; 54 + 4 nM) signifikant stirker (p < 0,01) als durch CPA

(10 pM; 7 min; 60 £+ 7 nM, n = 8; basales [Ca*"]; 44 + 5 nM) (ohne Tab. 3.13, c: d, unverhilt-

nisméBig groBer primirer Anstieg von [Ca*'], durch ANG II).
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Wird die Erhéhung von [Ca*'], auf die jeweils vorausgegangene basale [Ca®'], bezogen, so ist
allerdings kein signifikanter Unterschied zu erkennen (p > 0,05). CPA erhoht [Ca®*]; bezogen
auf die basale [Ca®"], um 140 + 12 % (n = 8), Thapsigargin um 198 + 21 % (n = 22).

Fazit dieser Versuche ist, dass nach Blockade der sarkoplasmatischen Ca’*-ATPase Isoprena-
lin + IBMX nur noch selten und stark abgeschwicht [Ca®'], erhdht. ANG II fiihrt auch
weiterhin regelméBig zu einem Anstieg von [Ca*'];, der jedoch ebenfalls abgeschwiicht ist. Es
bleibt festzustellen, dass die Wirkung der CPA schwécher ist als die von Thapsigargin;
vermutlich bewirkt CPA in der verwendeten Konzentration nur eine partielle Inhibition der

Ca’"-ATPase.

3.25.1.3 Erhéhung von [Ca*"], durch Isoprenalin +IBMX bei erhohter Ausgangs-Ca*'-
Konzentration

Die Hemmung der Ca’’-ATPasen verhinderte oder reduzierte den [Ca®'].-Anstieg nach
Isoprenalin + IBMX; sie erhdhte aber auch selbst [Ca®*];, so dass die zweite Stimulation auf
einer stark erhdhten [Ca*"]; als Ausgangslage erfolgte. Daher sollte hier die Frage beantwortet
werden, ob eine hohe Ausgangs-[Ca’"], die Erhohung von [Ca®]; durch Isoprenalin + IBMX
verhindert oder sogar den Effekt umkehrt. Dazu wurde [Ca®"]; durch Erhéhung von [Ca*],
auf 20 mM erhoht.

Zunichst wurde wieder zur Kontrolle mit Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) fiir 3 Minu-
ten stimuliert. Nach Auswaschphase erfolgte Superfusion mit 20 mM-Ca*"-haltigem Medium
fiir 7 Minuten bis zum Erreichen eines stabilen [Ca**].-Niveaus, worauf dann mit Isoprenalin

+ IBMX fiir 3 Minuten superfundiert wurde (Abb. 3.17).

Tab. 3.15 Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) nach Erhéhung von [Ca®*], auf 20 mM

Stimulation | basales [Ca*]; | AUC1 | basales | Anstieg | Ca*- | [Ca*] AUC2 | A[ca¥] | AUC
[Ca*] 1 | Peak 1 | (mg) [Ca*];2 | [Ca*], Abfall | Peak2 | (mg) (%) (%)
' (nM) =20mM | nM) | (aM)
(nM)
ISO+IBMX | 42+6 25+5 37+9 41 £4 42 +£2 T+2 215 33+11 81+8 88+ 10
bei [Ca*],
=20mM;
n=4
ISO+IBMX | 44+5 26+4 45+9 45+7 0 0 21 £4 33+4 82+9 81+12
n=4
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Abb. 3.17 Effekt einer cAMP-Stimulation auf [Ca®]; bei erhdhter Ausgangs-Ca**-Konzentration

Erhéhung von [Ca*, auf 20 mM bewirkte intrazellular einen Anstieg um 40 nM. AnschlieRend war
eine Erhéhung von [Ca®']; durch Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 yM) weiterhin méglich und lag,
bezogen auf den primaren Anstieg von [Ca?®"], in der gleichen GréRenordnung wie eine zweite
Erhéhung von [Ca*] durch Isoprenalin + IBMX in normaler HEPES-gepufferter physiologische

Salzlésung.

Bei n = 4 erhohte Isoprenalin (1 pM) + IBMX (100 pM) auch in 20 mM Ca**-haltigem
Medium weiterhin [Ca*"],, der Effekt war unverindert.

Die basale [Ca*"], lag hier bei 42 + 6 nM (n = 4). Die erste Stimulation mit Isoprenalin +
IBMX erhohte [Ca*]; um 25 + 5 nM. Erhohung von [Ca®'], auf 20 mM bewirkte einen
Anstieg von [Ca*"]; um 41 + 2 nM auf 83 = 5 nM, was bezogen auf die Ausgangs-[Ca*"];
ungefihr 100 % entspricht. Isoprenalin + IBMX erhdhten [Ca*'], auch weiterhin regelmiBig
um 21 + 5 nM, was bezogen auf den ersten Peak 81 + 8 % entspricht (Abb. 3.17). Auch die
Peakfldche des zweiten Peaks bezogen auf den ersten Peak lag mit 88+ 10 % in der gleichen
GroBenordnung. Aus Isoprenalin + IBMX-Doppelstimulationsversuchen in anderen Ver-
suchsreihen geht hervor, dass auch bei unbehandelten Isoprenalin + IBMX Doppelstimulatio-
nen der zweite Puls bezogen auf den ersten 81 +9 % (Peakgrofle) bzw. 81 £+ 12 % (Peakfla-

che) betrug.
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3.2.6 Einfluss von cAMP auf [Ca®'], in reninsezernierenden Zellen der Maus

Die in 3.2 beschriebenen Ergebnisse an der Ratte stehen im Widerspruch zu den Messungen
von Kornfeld et al. (2000), die an microdissezierten Glomerula mit langen afferenten und
efferenten Arteriolen des Kaninchens keinen Einfluss einer 3-Adrenozeptor-Stimulation auf
[Ca®], in Ruhe zeigen konnten, dafiir jedoch eine Hemmung des durch Noradrenalin stimu-
lierten Anstiegs von [Ca*']; durch Isoprenalin. Sie sind weiterhin nur schwer in Einklang zu
bringen mit dem ,,Calciumparadox* (Kap. 1.3.1.1), nach dem Reninsekretion und [Ca?']; sich
invers verhalten. Dass Forskolin, Isoprenalin und cAMP die Reninsekretion stimulieren, ist
mehrfach beschrieben worden (Kap. 1.3.1.3).

Deshalb sollte in dem folgenden Versuchsansatz gekliart werden, ob dieser hier gezeigte
Unterschied in der Reaktion artspezifisch ist. Dazu wurden zwei verschiedene Mausstdmme
untersucht; auch der Einfluss von zwei verschiedenen Kochsalzdidten wurde iiberpriift.
cAMP wurde ebenfalls wie in den Versuchen an der Ratte durch Stimulation der -Rezepto-

ren mit Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 pM) in der afferenten Arteriole erhoht.

a) Standard-NaCl-Diat

CD-1 Miuse: Es wurden afferente Arteriolen aus Nieren von CD-1 Miuse (Auszuchtstamm,
wie Sprague-Dawley-Ratten) untersucht, die eine normale Kochsalzdidt erhalten hatten.
Gearbeitet wurde in HEPES-gepufferter physiologischer Salzlosung (Na-HEPES-PS).
Verwendet wurde das Doppelstimulationsprotokoll, bei dem zur Minute 1 - 2 mit ANG II
(3nM) und zu Minute 15 - 18 mit Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) stimuliert wurde
(Abb. 3.18).

ANG I ISO 1 uM +
Abb. 3.18 Einfluss einer 3nM IBMX 100 uM
cAMP-Stimulation auf [Ca2"], in 80 1 - —
reninsezernierenden Zellen der
Maus 75 1
ANG Il (3 nM) I6ste in reninse-
zernierenden Zellen der Maus = 70 1
(CD-1 Méause, NaCl-Standard- =
-Diat) eine Erhéhung von Ng 65 1
[Ca®'], aus, Iso-prenalin (1 yM) =
+ IBMX 60
(100 pM) (n = 12) hingegen
nicht, bzw. kam es sogar zu 55 4
einem leichten Abfall von
[Ca™]. 50 4 . . . .
0 5 10 15 20

Zeit (min)
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Tab. 3.16 Einfluss der Erh6hung von cAMP durch Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) in
der afferenten Arteriole der CD1-Maus auf [Ca®'];

Stimulation Versuchs- basales [Ca®], Peak | basales [Ca’], Pe- | A[Ca®],
anzahl n [Ca*] 1 1 (nM) [Ca®], 2 ak 2 (nM) | (%)
(nM) (nM)
ANGII/ 12 686 21+3 76 £ 6 0 0
ISO + IBMX
ANG II/ 5 82+6 19+3 83+6 172 88+5
ANG II

Das Doppelstimulationsprotokoll war in dieser Experimentreihe auch fiir die Messungen an
den afferenten Arteriolen der Mausniere der CD-1 Mause mdglich.

Bei basalem [Ca®"]; von 82 + 6 nM (n = 5) erhohte ANG II [Ca®"]; bei einer ersten Stimulati-
onum 19 + 3 nM. Eine zweite Erhéhung von [Ca**], durch ANG II lieB sich immer ausldsen,
sie betrug 17 + 2 nM, was bezogen auf die erste 88 + 5 % sind.

Isoprenalin + IBMX erhohte die [Ca*']; im distalen Teil der afferenten Arteriole der Mausnie-
re nicht. Bei einer basalen [Ca*"]; von 68 + 6 nM erhohte eine erste ANG II-Gabe [Ca**]; um
21 £ 3 nM (n = 12, 5 verschiedene Tiere). Eine zweite dreiminiitige Isoprenalin (1 pM) +
IBMX (100 pM) -Stimulation fiihrte in keinem Fall zu einem Anstieg von [Ca®‘], (basales
[Ca?"], 76 + 6 nM). In zwei Fillen sank [Ca®"]; sogar leicht ab (Abb. 3.18).

C57 Miuse: Dasselbe Ergebnis wurde bei einem weitereren Mausstamm, dem Inzuchtstamm

C57, unter Normalkochsalzdiit, gefunden (n = 2; Daten nicht gezeigt ).

b) NaCl-arme Diét

C57 Miuse: Da die Vergleichsexperimente an der Ratte an kochsalzarm-erndhrten Tieren
durchgefiihrt wurden , wurden im folgenden Versuche an C57 Méusen durchgefiihrt, die nach
Furosemid-Injektion (2,5mg / 100g) fiir mindestens zwei Wochen eine kochsalzarme Diét
erhalten hatten. Grund dafiir ist, wie unter 3.1 beschrieben, die Stimulation des RAAS unter
NaCl-armer Diét.

Verwendet wurde wieder das Doppelpulsprotokoll, bei dem zu Minute 1 - 2 ANG II (3nM)
gegeben wurde und nach einer Auswaschphase zu Minute 15 - 18 Isoprenalin (1 uM) +

IBMX (100 uM). Zur Kontrolle erfolgte wieder eine ANG II-Doppelstimulation.
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Tab. 3.17 Einfluss von Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) auf [Ca*'], in der afferenten
Arteriole der C57-Maus, NaCl-arm erndhrt

Stimulation Versuchs- basales [Ca®*], Peak 1 | basales [Ca®], Peak 2 | A [Ca®],
anzahl n [Ca™]; 1 (nM) [Ca™]; 2 (nM) (%)
(nM) (nM)
a) ANGII/ 11 50+3 18+2 53+3 0 0
ISO + IBMX
b) ANGII/ 11 636 24+4 64+6 20+3 88+ 10
ANG II

Der Mittelwert von basalem [Ca”']; in allen an NaCl-arm-erniihrten C57 Miusen lag bei 57
+4 nM (n = 22).

ANG 1I (3nM)-Stimulation bewirkte eine Erhéhung von [Ca*'],, die bei 18 + 2 nM (Ver-
suchsreihe a) bzw. 24 =4 nM (Versuchsreihe b) lag. Eine zweite ANG II-Stimulation erhdhte
[Ca®"], um 20 £ 3 nM, was bezogen auf den ersten Peak 88 + 10 % entspricht (n=11).
Wurde als zweites Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 uM) gegeben, was bei den Ratten
regelméBig zu einer Erhohung von [Ca®*]; fiihrte, wurde in der afferenten Arteriole der C57-
Maus keine Erhéhung von [Ca?*], beobachtet (n = 11).

Die afferenten Arteriolen aus der Niere von Méusen reagieren, unabhidngig davon, aus
welchem Stamm sie isoliert wurden (Inzuchtstamm C57 oder Auszuchtstamm CD1), nach
diesen Experimenten nicht mit einer Erhhung von [Ca*"]; auf Stimulation mit Isoproterenol
(1 uM) + IBMX (100 pM). Auch ist kein Unterschied zwischen NaCl-armer und Standard-

Kochsalzdiat festzustellen.
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3.3 Wirkung von Adenosin und Adenosin-Analogen auf die intrazelluliire

Ca**-Konzentration in reninsezernierenden Zellen der afferenten Arteriole

Dem in der Niere als Vasokonstriktor wirkenden Adenosin kommt im RAAS eine wichtige
Bedeutung zu: Es hemmt die Reninsekretion aus den reninsezernierenden Zellen des juxta-
glomeruldren Apparates (Kap. 1.3.2, Osswald et al., 1978; Churchill und Churchill, 1985).
Aus vielen in vivo und in vitro Studien geht hervor, dass die Hemmung der Reninsekretion
iiber die Adenosin A,-Rezeptoren vermittelt wird (Kap. 1.3.2). Reninsekretion und [Ca?*"];
sind invers miteinander verkniipft (,,Calciumparadox®, Kap. 1.3.1.1), so dass die Frage
besteht, ob die reninsekretionshemmende Wirkung von Adenosin iiber die Erhéhung von
[Ca®"], vermittelt wird. Gutierrez et al. (1999) konnten an der afferenten Arteriole des Kanin-
chens zeigen, dass Adenosin (100 pM) zu einem Anstieg von [Ca*]; fiihrt.

Hier sollte jetzt untersucht werden, ob Adenosin auch in den reninsezernierenden Zellen der

afferenten Arteriole von Ratten und Miusen einen Anstieg von [Ca*"]; bewirkte.

3.3.1 Effekte von exogenem Adenosin auf die intrazellulire Ca**-Konzentration in
reninsezernierenden Zellen der Ratte

Adenosin (ADO) wurde in Konzentrationen von 10® M bis 10° M getestet. Zu Beginn wurde
immer eine Stimulation mit ANG II in einer Konzentration 3 nM fiir eine Minute durch-
gefiihrt. Die GroBe dieser durch ANG 11 (3 nM) ausgeldsten priméren Erhdhung von [Ca?'];
(= Peak) diente bei der Auswertung als interner Standard. Wenn die Zellen reagierten, wurde
nach einer geniigenden Auswaschzeit (13 min) Adenosin gegeben, ebenfalls fiir 1 min (Abb.
3.19). Angegeben sind Peakhohe und Fliche in % des Kontroll-Angiotensin II-Pulses
([%] ang) (vel. Kap. 2.2.3.2¢, Abb. 2.6).

Adenosin konnte in Konzentrationen unterhalb von 1 pM keine Erhohung von [Ca*']; be-
wirken. Darliber reagierten von neun Gefdflen zwei auf Adenosin-Stimulation mit einem
Anstieg von [Ca*"]; (Tab. 3.18, Abb. 3.21). Bei diesem beobachteten Anstieg von [Ca*"], auf
Adenosin-Stimulation betrug die Peakflache des Adenosinpeaks 21 % von der Fldche des

ANG II-Peaks. Ebenso verhielt es sich mit der Peakhohe.
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Tab. 3.18 Erhohung von

[Ca?']; nach Stimulation mit Adenosin

Konz. Versuchs- Ergebnis Hoéhe ADO-Puls Flache ADO-Puls
M) anzahl n ([Y0]ang) ([%]anc)
alle / Responder alle / Responder
107 4 alle negativ 0/0 0/0
1077 4 alle negativ 0/0 0/0
107 3 2xneg, 1xpos 17+17/52 7+7/21
10°° 6 5xneg, 1xpos 6+6/34 4+4/21

negativ = kein Anstieg von [Ca®];,  / positiv = Anstieg von [Ca*']i

[Ca”"], (NM)

ANG 3 nM

220 -
200 -
180 -
160 -
140 -
120 A

100 -
80 -

ADO 10 pM
|

0

5 10

Zeit (min)

15 20

Abb. 3.19 Einfluss von Adenosin auf [Ca®']; in reninsezernierenden Zellen der Ratte
Erhéhung von [Ca?*], durch ADO (10 uM) fiir eine Minute nach Standard-ANG lI-Stimulation (3 nM,
1 min). Bei n = 6 erhdhte ADO jedoch nur in dem gezeigten Fall [Ca?'].

3.3.2 Effekte von N°-Cyclohexyladenosin (CHA) auf die intrazellulire Ca**-Konzen-

tration in reninsezernierenden Zellen der Ratte und Versuche zur Antwortver-

besserung
3.3.2.1 Effekt von CHA auf [Ca’"], unter Standardbedingungen

Da Adenosin tliber A,- und A,,-Rezeptoren in Bezug auf die Reninsekretion gegenldufige

Effekte bewirkt (Churchill und Churchill, 1984), in den reninsezernierenden Zellen aber der

A,-Rezeptor dominiert (Jackson et al., 2002), wurden die weiteren Versuche mit dem spezi-

fischen Adenosin A ,;-Agonisten N°-Cyclohexyladenosin (CHA) durchgefiihrt, das eine 500-

fache Selektivitit fiir den Adenosin A,-Rezeptoren hat (Collis und Hourani, 1993).
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Versuchsdurchfiihrung und qualitative Auswertung sind in Kap. 3.3.1 beschrieben. Ge-

arbeitet wurde mit dem Doppelstimulationsprotokoll, bei dem zu Minute 2 - 3 die Standard-

ANG II-Stimulation (3 nM) erfolgte, und nach Auswaschphase zu Minute 15 - 16 CHA

gegeben wurde (Abb. 3.20). Zur Auswertung wurden hier nur die Peakflichen herangezogen,

die konsistentere Ergebnisse lieferten. Beide Agonisten wurden fiir 1 Minute gegeben, so

dass ein direkter Vergleich mdglich war. Da [Ca*"], zum Teil sehr schnell anstieg und ebenso

schnell wieder abfiel, bestand die Gefahr, dass der Peak messtechnisch nicht gut erfasst

wurde, so dass die Fliche einen genaueren Wert lieferte.

180 -
<160 1
[
=140 -
3,120 -

100 -

80 1

60 -

ANG 3 nM
|

Abb. 3.20 Einfluss von CHA auf
[Ca®7]; in reninsezernierenden Zel-
len der Ratte

Gabe von CHA (1 yM) flir 1 Minute
nach Standard-ANG Il -Stimulation
(3 nM, 1 min) bewirkte in 50 % der
Falle eine Erhéhung von [Ca?'];
(vgl. Tab. 3.19).

10

15

Zeit (min)

20

Tab. 3.19 Ergebnisse bei folgenden CHA-Konzentrationen:

. . . . . 0
. -all- - AN

Konz Stimulationszeit Versuchs-an Ergebnis Flache CHA-Puls ([%]sng)
™M) (min) zahl n alle / Responder

107 1 5 4 xneg, 1 x pos 22+22/11

1077 5 4 2 xneg, 2 X pos 39+£25/78+27
107 1 11 7 x neg , 4 X pos 6+3/16+3

1076 * 1 3 3 x pos 43+7/43+7

10°° 1 22 11 xneg, 11 x pos 20£6/40=11

107° 1 11 7 x neg , 4 X pos 7+4/18+9

negativ = keine Anstieg von [Ca®"];  / positi
* Bei diesen Experimenten wurde CHA abweichend vom iiblichen Protokoll als erstes
gegeben, gefolgt vom ANG-Kontroll-Puls

v = Anstieg von [Ca®];
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Abb. 3.21 Konzentrationsabhé&ngigkeit der Erhéhung von [Ca?*],durch ADO und den ADO A,-Agonis-
ten CHA
a) Von 10 nM - 1 yM CHA stieg die Antwortfrequenz an, ab 10 yM CHA reagierten wieder etwas
weniger Gefalde (p > 0,05), ebenso bei ADO-Stimulation.
b) Auch die AntwortgrolRe (Peakflache des behandelten Peaks bezogen auf ANG Il (3 nM)-Peak)
stieg bis 1 yM an, danach kam es wieder zum Abfall (Vordergrund: alle Experimente, Hintergrund: nur

Responder). Zum Vergleich ist die GréRe der [Ca®*]-Erhéhung bei einer zweiten ANG Il (3 nM)-
Stimulation aufgetragen.

Die durch CHA bewirkte Erhohung von [Ca®']; war sehr uneinheitlich (Abb. 3.21). Nicht
jedes GefdB reagierte auf Adenosin A,-Rezeptorstimulation mit einer Erhéhung von [Ca*'];

weder mit Adenosin selbst (Kap.3.3.1) noch mit dem Adenosin A,-Rezeptoragonisten CHA
(Kap. 3.3.2). Bei steigender CHA-Konzentration (10 nM - 1 uM) reagierten mehr Gefal3e mit
einer [Ca”");-Erhéhung, oberhalb 1 uM nahm die Responderquote leicht aber nicht signifikant
wieder ab (Chi-Quadrat-Test, p > 0,5) (Abb. 3.21a). Die gleiche Konzentrationsabhidngigkeit

zeigte auch die GroB3e der Antworten (Abb. 3.21b).
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Die Peakfliche, die durch die Erhdhung von [Ca*"], durch CHA erhalten wurde, betrug bei
Einbeziehung aller Experimente 6 +3 % (107 M), 20 + 11 % (10°M, 2. Gabe), 43 £ 7 % (10’
M, 1. Appl.) und 7 + 4 % (10 M) bezogen auf den ANG II-Kontrollpeak (Tab.3.19, Abb.
3.21b).

Allgemein war der Anstieg von [Ca*'], als Antwort auf Adenosin bzw. N°® -Cyclohexyladen-
osin sehr uneinheitlich. Viele Gefdfle reagierten gar nicht und die GroBe der Antwort
schwankte von sehr kleinen [Ca*'];-Anstiegen bis zu Erhhungen von [Ca®*], die groBer was
als die Antwort auf ANG II. Im Laufe der Arbeit fiel auBerdem auf, dass die Antworthdufig-
keit stark schwankte. Es gab Perioden, in denen {iberhaupt keine Antwort erhalten wurde,
andererseits wieder Perioden, in denen die Antworthdufigkeit so verteilt war, wie in Abb.
3.21 dargestellt. Es konnte jedoch keine Korrelation zu den Jahreszeiten o. 4. festgestellt

werden.

3.3.2.2 Uberpriifung einer moglichen Verstirkung der Antwort auf CHA durch schonendere
Collagenasebehandlung und Bicarbonatpuffer
Eine moglich Erklarung fiir die Variabilitdt der Antworten war, dass durch die lange Inkuba-
tion mit Collagenase (50 min) die Adenosinrezeptoren mehr oder weniger geschadigt wiir-
den. Die Inkubationszeit mit Collagenase wurde daher von bisher 50 Minuten auf 20 Minuten
gesenkt. In dieser Versuchsreihe wurde zusétzlich tiberpriift, ob durch eine HEPES- gepuffer-
te physiologische Salzlosung mit Bicarbonat (HEPES-PS-B, Kap. 2.1.2) ein verbessertes
Antwortverhalten erreicht werden kann. Die Auswertung der Pulse erfolgte wie oben be-

schrieben.

Tab. 3.20 Ergebnisse der Stimulation durch CHA fiir 1 Minute:

Konz. Versuchs- Ergebnis Hohe CHA-Peak Flache CHA-Peak
M) anzahl n ([“0]anc) ([“0]anc)
alle / Responder alle / Responder
10°¢ 12 6 x neg , 6 X pos 10£4/19+5 3+£1/6+2
10° 7 4 x neg , 3 X pos 8+4/19+5 2+1/5+2

negativ = kein Anstieg von [Ca*'];  / positiv = Anstieg von [Ca®"],
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a)

(11/22) (6/12

Antwortfrequenz (%)

100 -

b
) 80 -
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Abb. 3.22 Erhdhung von [Ca*], durch CHA in HEPES-gepufferter physiolog. Salzlésung (Na-HEPES-
PS *) bei einer Collagenasebehandlung von 50 min gegeniiber der Erhéhung von [Ca®] in
Na-HEPES-PS + Bicarbonat ** und einer Collagenasebehandlung von 20 min.

a) Anzahl der Gefale, die auf CHA mit [Ca®]-Steigerung reagieren

b) GroRke der Ca**-Antwort bezogen auf ANG Il (3 nM)-Kontrollpeak

(schwarz: alle Experimente, grau: nur Responder) .

Die reduzierte Inkubationszeit mit Collagenase in Kombination mit der als physiologischer
geltenden Pufferlosung (HEPES-PS-B, mit Bicarbonat) erbrachte keine Verbesserung
(Abb. 3.22). Allerdings war in den positiven Fillen der Anstieg von [Ca*"], mit 6 £2 % (10°°
M) bzw. 5 + 2 % (10° M) in Bezug auf die Fliche bedeutend kleiner als bei den urspriing-
lichen Bedingungen (Tab.3.19, Abb. 3.21b). Es wurde darauthin zuriickgegangen zu den
Ausgangsbedingungen:
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-Collagenaseinkubation: 50 min

-HEPES-PS

Der Einfluss von CHA (0,1 mM fiir 5 min) auf [Ca®>"], wurde auch in HEPES-gepufferter
physiologischer Salzlosung mit Albumin (0,02 mg / ml) untersucht. Durch Zusatz von
Albumin sollte eine Pufferlosung physiologischer sein, da das GefdB3 im Verlauf des Ver-
suchs weniger anschwillt. Hier kam es bei n = 9 in keinem Fall zu einer Erh6hung von

[Ca®],, so dass im folgenden auch auf den Zusatz von Albumin verzichtet wurde.

3.3.2.3 Effekte von N°-Cyclohexyladenosin (CHA) auf die intrazelluliire Ca’*-Konzentration
nach Blockade des A,,-Rezeptors mit ZM 241385

Wie unter Kap. 3.3.2.1 beschrieben, ist CHA in geringen Konzentrationen ein selektiver
Adenosin A,-Rezeptoragonist. Es ist jedoch beschrieben, dass CHA biphasische Effekte hat
(Churchill und Churchill, 1985). In der Konzentration von 10 nM bis 1 uM hemmt CHA die
Reninsekretion konzentrationsabhéngig, bei hoheren stimuliert es sie. In den unter Kap.
3.3.2.1 und 3.3.2.2 beschriebenen Experimenten wurden sehr schwankende Ergebnisse
erhalten, die auf die Stimulation der Adenosin A,- und A,-Rezeptoren durch CHA zuriick-
zufiihren sein konnten. Das Wirkungsmaximum der Adenosin A,-Stimulation liegt bei 100
nM CHA, ab 1 uM beginnt CHA den A,-Rezeptor zu stimulieren (Churchill und Churchill,
1985). Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelte Konzentrations-Wirkung-Kurve fiir die
Erhéhung von [Ca®"]; ist demgegeniiber um eine Zehnerpotenz nach rechts verschoben
(Abb.3.21, Kap. 3.3.2.1).

Stimulation der Adenosin A,-Rezeptoren mit CHA (10 uM) bei gleichzeitiger Blockade der
Adenosin A,-Rezeptoren miisste dann zu einem starken A,-rezeptorvermittelten Effekt
fithren. Adenosin A,-Rezeptoren werden eingeteilt in A, - und A, -Rezeptoren; A,,-Rezepto-
ren vermitteln den entgegengesetzten Effekt zu A -Rezeptoren (Ubersicht: Fredholm et al.,
2001). In reninsezernierenden Zellen sind A,,-Rezeptoren nachgewiesen (Jackson et al.,
2002). Die Adenosin A, -Rezeptoren wurden hier mit dem potenten hochselektiven Adenosin
A,,-Rezeptorantagonisten ZM 241385 (Poucher et al., 1995; Klotz, 2000) blockiert.

Es wurde wieder das ANG II / CHA-Doppelstimulationsprotokoll verwendet, mit ZM

241385 wurde 3 min vor und wihrend der zweiten Stimulation superfundiert.
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Tab. 3.21 Erh6hung von [Ca?*], durch Stimulation der Adenosin A,-Rezeptoren mit CHA (10
M) nach Blockade der Adenosin A, -Rezeptoren mit ZM 241385 (100 nM)

Versuchs- | Ergebnis Flache CHA-Puls | Fliche CHA-Puls
anzahl n ([%]anc) ([%]anc)
alle Experimente Responder
CHA 10 uM + 13 10 x neg, 3 x pos (23 %) | 2,6 + 1.4 11+2
ZM 241385 100
nM
CHA 10 uM 9 7 x neg, 2 x pos (22 %) 32+£22 15+2
ANG II-Kontrolle | 6 6 X pos 108+ 11 108+ 11

negativ = kein Anstieg von [Ca*"];

/ positiv = Anstieg von [Ca®"];

Die Ergebnisse diese Experimente, dargestellt in Tab. 3.21, zeigen deutlich, dass ZM 241385
keine positive Wirkung beziiglich der Antwort auf CHA hat. ZM 241385 selbst hat in den
Kontrollexperimenten keinen Einfluss auf [Ca®‘],. Basales [Ca®']; lag in dieser Experimen-

treihe bei 55 £ 3 nM (n = 28).

Aus den Kapiteln 3.3.2.1, 3.3.2.2 und 3.3.2.3 148t sich zusammenfassend sagen, dass Adeno-
sin in hohen Konzentrationen [Ca®"]; selten erhoht, in geringen Konzentrationen gar nicht.
Die Erhdhung von [Ca®], durch Stimulation der Adenosin A -Rezeptoren mit CHA ist etwas
regelmédBiger, allerdings wird bestenfalls eine Antwortfrequenz von 50 % erreicht. In ver-
schiedenen Messreihen schwankte die Antworthdufigkeit sehr stark (vgl. Kap. 3.4.3.2).
Bemiihungen, die Variabilitit der Antworten herabzusetzen (Kap. 3.3.2.2, 3.3.2.3) fiihrten

nicht zum Erfolg.

3.3.3 Einfluss von endogenem Adenosin auf basales [Ca’']. in reninsezernierenden
Zellen aus Nieren von Ratten

Unter physiologischen Bedingungen findet sich Adenosin im Nierengewebe in einer Konzen-
tration von 10 - 100 nM. Adenosin hemmt {iber Adenosin A -Rezeptoren die Renin-sekretion
aus den reninsezernierenden Zellen (Kap. 1.3.2.2; Osswald et al., 1978; Churchill et al.
1985).

Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass eine Stimulation der Adenosin A,-Rezeptoren mit
exogenem Adenosin (Kap. 3.3.1) und CHA (Kap. 3.3.2) [Ca*'], erhdhen kann; jedoch tritt der
Effekt unregelmaéssig auf.
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Da der Adenosin A,-Rezeptor schon durch nanomolare Mengen Adenosin stimuliert wird
(Churchill und Churchill, 1985), konnte es sein, dass das endogene Adenosin die Adenosin
A,-Rezeptoren stimuliert und so eine dauerhafte (tonische) Erhohung von [Ca®]; bewirkt.
Das verwendete Organ wird zwar permanent iiberstromt, so dass endogenes Adenosin
weggesplilt werden sollte. Andererseits handelt es sich hier aber um ein komplexes System
mit vielen Zellen, so dass endogenes Adenosin im Gewebe vorhanden sein konnte. Werden
dann die Glomerula mit der afferenten Arteriole, und somit die reninsezernierenden Zellen,
im Ruhezustand mit Adenosindesaminase (ADA) oder dem Adenosin A -Rezeptorantago-
nisten 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin (DPCPX) behandelt, sollte dies zu einem Abfall
von [Ca®"]; fiihren.

Gearbeitet wurde hier an afferenten Arteriolen aus kochsalzarm ernihrten Ratten in HEPES-

gepufferter physiologischen Salzlosung (Na-HEPES-PS).

3.3.3.1 Effekt von ADA auf basales [Ca’"],

Zur Untersuchung des Einflusses von endogen vorhandenem Adenosin auf basales [Ca®"];
wurde mit Adenosindesaminase (ADA; hochreine ADA, Roche Diagnostics, EC 3.5.4.4) in
einer Konzentration von 4 U/ml von Minute 5 - 10 zur Entfernung von endogenem Adenosin
perfundiert (A; Abb. 3.23a). Die Kontrolle (B) wurde mit der entsprechenden Menge Albu-
min (0,02 mg/ml) statt ADA durchgefiihrt zur Uberpriifung, ob ein unspezifischer Eiweif3-
effekt vorliegt (Albinus et al., 1998). Da Adenosindesaminase in Glycerin (SL: 50 % Glyce-
rin; Endkonzentration in Untersuchungslosung: 0,2 %) gelost vorliegt, wurden Losungs-
mittelkontrollen durchgefiihrt (Kontrolle (C) von Minute 5 - 10 Na-HEPES-PS mit Glycerin
(0,2 %)).

Zur Auswertung der Experimente wurde [Ca®']; in jeder Kurve iiber die Zeit von Minute 3 -
5 gemittelt und 100 % gesetzt. Dann wurden die Experimente der Gruppen (A, B, C) jeweils
zusammengefasst und in je einer Kurve dargestellt (Abb. 3.23b).

Wie in Abb. 3.23b zu erkennen ist, kam es iiber die Zeit zu einem Anstieg von basalem
[Ca®].. Vergleicht man dann die Mittelwerte von Minute 6 - 8 der Versuchsreihen A, B, C,
war zwar eine Tendenz zu erahnen, die in die Richtung der oben aufgestellten Hypothese

geht, aber die Unterschiede waren nicht signifikant (ANOVA, p > 0,05). Vergleicht man
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hingegen (was nicht erlaubt ist) nur die ADA Kurve (A) mit der LM-Kontrolle (C), so wird
der Effekt von ADA signifikant (p < 0.05).

Tab. 3.22 Einfluss von Adenosindesaminase auf basales [Ca*'],

Versuchsreihe

Versuchsanzahl n MW + S.EM. (%)

ADA

18

95+2

Albumin-Kontrolle

16

99 +£2

Zeit-Kontrolle

10

103 £3

Na-HEPES-PS ADA (4U/ml) Na-HEPES-PS

54 -

52 1

[Ca®"], (NM)

50 1

48

46'!

b)

HEPES - PS

120 1

100%]

110 4

100 A

Ca% [min3-5

90 -

5

10 15
Zeit (min)

ADA (4 U/ ml) HEPES - PS
|

)

B)

A)

Zu Minute 6 - 8 wurden
die Mittelwerte verglichen

0 2 4

6 8 10 12 14
Zeit (min)

Abb. 3.23 Effekt von Adenosindes-
aminase zur Entfernung von endoge-
nem Adenosin auf [Ca®']; unter Ruhe-
bedingungen

a) Durch Perfusion mit Adenosindes-
aminase (ADA) 4 U/ml fur 5 Minuten
wurde in diesem Experiment [Ca®'];
gesenkt.

b) Die Spuren der Einzelexperi-
mente wurden in Minute 3 - 5 auf
100 % normiert und gemittelt (vgl.
Text);

A) ADA; n = 18;

B) Albumin; n = 16;

C) Losungsmittelkontrollen; n = 10.
Vergleich der drei Mittelwerte zu
Minute 6-8 ergab keinen signifikan-
ten Unterschied (ANOVA p >
0,05). Vergleich nur der Mittelwerte
der ADA-Kurve (A) und der Zeit-
kontrolle (C) ergab einen signifi-
kanten Unterschied (t-Test p <
0,05).
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3.3.3.2 Effekt von DPCPX auf basales [Ca’"],

Eine weitere Moglichkeit, den endogenen Adenosin-Tonus nachzuweisen, besteht in der
Blockade der Adenosin A,-Rezeptoren. Hierzu wurde der Adenosin A,-Antagonist DPCPX
(8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin) in einer Konzentration von 100 nM verwendet. Zu
Minute 6 - 12 wurde mit DPCPX superfundiert (a). Als Zeit- und Lésungsmittelkontrolle (b)
wurde von Minute 6 - 12 Na-HEPES-PS mit 0,5 % DMSO gegeben, da DPCPX in DMSO
gelost vorlag.

Zur Normierung der Experimente wurde [Ca?'], jeweils von Minute 4 - 6 gemittelt und 100
% gesetzt. Die beiden Versuchsreihen (a, b) wurden dann getrennt gemittelt und als Kurven
dargestellt (Abb. 3.24). Uber die Zeit kam es auch hier zu einem Anstieg von basalem [Ca*']..
Ein Absinken von [Ca*"], durch Adenosin A,-Rezeptorhemmung lieB sich nicht nachweisen.
Vergleicht man dann die Mittelwerte von Minute 8 - 12 der Versuchsreihen a und b, so war

kein Unterschied zwischen Zeitkontrolle und DPCPX-Gabe erkennbar (p > 0,05).

Tab. 3.23 Einfluss des Adenosin A -Rezeptorblockers DPCPX auf basales [Ca*'];
Versuchsreihe Anzahl der Versuche | MW = S.EM. (%)

DPCPX 11 108 £2
Kontrolle 12 1032
HEPES-PS DPCPX100nM _  HEPES-PS Abb. 3.24 EinfluB der Blockade
I der Adenosin A,-Rezeptoren mit
120 - a) DPCPX auf [Ca®], unter Ruhe-

bedingungen
Spuren der Einzelexperimente
110 - b) wurden in Minute 4-6 gemittelt

und auf 100 % normiert;
DPCPX (100 nM) n = 11; b) Zeit-/
100 A Lésungsmittelkontrolle (0,5 %
DMSO, vgl. Text; n = 12).
Ein Absinken der [Ca®] durch
90 - e DPCPX konnte nicht nachgewie-
Zu Minute 8 - 12 wurden sen werden.

die Mittelwerte verglichen

80 L} L} L}
0 5 10 15

Zeit (min)
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Um eine Stimulation der Adenosin A-Rezeptoren vollig auszuschalten und so zu iiberpriifen,
ob endogenes Adenosin einen Einfluss auf [Ca®"]; unter Ruhebedingungen hat, wurde auch
Adenosindesaminase in Kombination mit DPCPX gegeben. Endogen vorhandenes Adenosin
wird so gespalten und zusitzlich werden die Adenosin A,-Rezeptoren blockiert. Aber auch
in dieser Kombination kam es nicht zu einem Absinken von basalem [Ca?']..

Als Fazit aus allen drei Versuchsansdtzen kann also festgehalten werden, dass entweder
endogenes Adenosin durch den permanenten Durchfluss weggespiilt wird oder aber, wenn es

vorhanden ist, es keinen Einfluss auf die basale [Ca®]; in den Zellen ausiibt.

3.3.3.3 Moglicher Einfluss von endogenem Adenosin auf die Erhohung der intrazelluldren
Ca’ -Konzentration durch CHA

In den bisherigen Experimenten (Kap. 3.3.3.1, 3.3.3.2) konnte nicht schliissig gezeigt wer-
den, dass der (vermutlich vorhandene) endogene Adenosin-Tonus [Ca®*], in Ruhe beeinflusst.
In geringen Konzentrationen (10 - 100 nM) vorkommendes endogenes Adenosin konnte den
Adenosin A,-Rezeptor (der durch nanomolare Mengen Adenosin stimuliert wird) besetzen,
so dass der A;-Agonist CHA nur eine abgeschwichte oder keine Wirkung haben konnte. Die
Frage war also, ob durch den evtl. vorhandenen endogenen Adenosintonus das System bereits
desensibilisiert ist. Hier sollte vor der Stimulation mit CHA (0,1 uM) endogenes Adenosin
durch Zugabe von Adenosindesaminase (ADA) entfernt werden. In Kap. 3.3.3.1 wurde
gezeigt, dass ADA (wenn {iberhaupt) nur einen vernachléssigbaren Effekt auf [Ca*"]; in Ruhe
hat.

Es wurde wieder mit einem Doppelstimulationsprotokoll gearbeitet, bei dem zu Minute 1 - 2
die iibliche ANG II (3 nM) Kontrollstimulation durchgefiihrt wurde. Nach einer Auswasch-
phase mit HEPES-gepufferter physiologischer Salzlosung (Na-HEPES-PS) wurde ADA
(2U/ml) zugesetzt, bevor dann zu Minute 19 - 20 mit CHA (100 nM) + ADA (2U/ml)

perfundiert wurde.

Minute O - 1 HEPES

Minute 1 - 2 Angiotensin (3 x 107)

Minute 2 - 15 HEPES

Minute 15 - 19 HEPES + Adenosindesaminase (ADA) (2U/ml)
Minute 19 - 20 CHA (10"M) + ADA (2U/ml)

Minute 20 - 24 HEPES + ADA (2U/ml)

Minute 24 - 30 HEPES
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Tab. 3.24 Erhohung von [Ca*'], durch CHA nach Superfusion mit ADA (2U/ml; 4 min)

Versuchsanzahl Ergebnis Hohe CHA-Peak Flache CHA-Peak
([%]ane) ([%]anc)
9 3 xneg, 6 x pos 16£4/25+2 8+2/12+1

negativ = kein Anstieg von [Ca®],  / positiv = Anstieg von [Ca*'],

Nach Vorbehandlung mit ADA scheint die Antworthdufigkeit auf CHA groBer zu sein als in
der fritheren Serie (67 % vs. 36 %; Abb. 3.21a); die GroBe der Antwort war jedoch dhnlich
(bei basalem [Ca®']; von 50 + 10 nM war die Erhéhung von [Ca®"]; durch CHA 12 + 1 %
(Flache; 16 = 3 % ohne ADA, vgl. Tab. 3.19) bzw. 25 + 2 % (Hohe) bezogen auf den
ANG II-Kontrollpeak (Abb. 3.21b). Beziiglich der Antworthiufigkeit ist anzumerken, dass
diese von Serie zu Serie schwankt. In dieser Versuchsreihe wurden keine Kontrollexperimen-
te ohne ADA durchgefiihrt, so dass auf "historische" Kontrollen zuriickgegriffen werden
musste und eine sichere Schlussfolgerung nicht gezogen werden kann.

Angestrebt wurde mit diesen Experimenten eine Antwortfrequenz von 100 % zu erreichen.
Dies gelang jedoch nicht. Aus diesem Grund wurde der Ansatz nicht weiter verfolgt und es

wurde auch nicht in allen weiteren Versuchen ADA zugesetzt.

3.4 Untersuchungen zum moglichen Synergismus zwischen Adenosin- und
ANG II-Wirkung

ANG II (iiber den AT,-Rezeptor) und Adenosin (iiber den A,-Rezeptor) iiben eine syn-
ergistische Wirkung auf die Konstriktion des Vas afferens aus (Kap. 1.3.2.3; Osswald und
Spielmann, 1979; Weihprecht et al., 1994; Traynor et al., 1998). Beziiglich der Reninsekreti-
on sind die Ergebnisse noch liickenhaft, obwohl auch hier ANG II seine reninsekretions-
hemmende Wirkung ohne die Anwesenheit von endogenem Adenosin nicht mehr zu entfalten
scheint (PD Dr. Albinus, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, miindl. Mitteilung). Da
liber eine Synergie der beiden Agonisten beziiglich der Erhdhung von [Ca*"]; nichts bekannt
ist, sollte dies hier untersucht werden.

Es ist klar, dass die Beantwortung dieser Frage durch die in Kap. 3.3.1 und 3.3.2 gezeigte
Variabilitit des Adenosin A,-Rezeptorvermittelten Effektes schwierig ist. Daher wurden

verschiedene Versuchsprotokolle angewandt, in denen entweder die Préparation durch Gabe
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des ersten Agonisten fiir die Gabe des zweiten konditioniert wurde oder die beiden Agonisten

ANG II + Adenosin oder CHA gleichzeitig geben wurden.

3.4.1 Effekte von CHA auf die intrazellulire Ca**-Konzentration nach Vorstimulation
mit Angiotensin

Die Konzentration des im System zirkulierenden ANG II liegt in der Groenordnung von
~ 0,1 nM, und bei der Signaliibertragung wirken Adenosin und ANG II zusammen. Daher
wurde die Uberlegung angestellt, ob eventuell ein regelmiBiger CHA-Effekt zu erzielen
wére, wenn die zu untersuchenden reninsezernierenden Zelle mit einer unterschwelligen
Menge ANG II vorbehandelt werden. Fiir diese Hintergrundstimulation wurde ANG II in den
Konzentrationen 0,03 nM und 0,1 nM eingesetzt.

Zunichst erfolgte eine Superfusion mit der geringen Konzentration ANG II, die bis zum
Ende des Experiments beibehalten wurde. Auf dieser unterschwelligen ANG II-Konzen-
tration wurde eine Doppelstimulation durchgefiihrt, bei der zunédchst nach 3 Minuten eine
primdre Stimulation mit ANG II (3 nM) fiir 1 Minute erfolgte; nach Auswaschen erfolge die
zweite Stimulation mit CHA (1 uM) bzw. als Kontrolle mit ANG II (3 nM; Abb. 3.25).

Tab. 3.25 Erhdhung von [Ca®*]; durch CHA nach vorheriger Stimulation mit unterschwel-
ligen Mengen ANG II

ANG II-Konz. CHA-Konz. Versuchs- Ergebnis Hohe Flache CHA-
(Hintergrund) (uM) anzahl n CHA-Peak Peak ([%]ang)
(nM) ([%0]anc)
0,1 10 5 2 x neg, 3 X pos 163/31/14 97/9/6
0,03 1 5 2 xneg, 3 X pos 20/24/253 12/15/116

negativ = keine Anstieg von [Ca*"];, / positiv = Anstieg von [Ca*"];

Aufgrund der Heterogenitit der Ca?*-Antwort auf CHA-Stimulation sind hier die Einzel-
ergebnisse der drei GefiBe, die eine Erhdhung von [Ca®*]; zeigten, in Tab. 3.25 dargestellt.
Eine zweite ANG II (3 nM)-Stimulation 15ste einen normalen [Ca*"].-Anstieg aus, wie er

auch ohne Hintergrundstimulation erhalten wurde.
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Abb. 3.25 Erhéhung von [Ca?], durch CHA (1 uM) auf eine Hintergrundstimulation mit ANG I
(0,03 nM) (n = 5). Ein erster ANG Il (3 nM)-Peak lie} sich in normaler Grof3e auf die Hintergrund-
stimulation ausldésen. CHA (1 uM) Iéste in diesem Fall eine kleine Erhéhung von [Ca?*], aus.

Die Hintergrundstimulation mit ANG II brachte keine wesentliche Verbesserung der CHA-
Effekte (Abb. 3.25, Tab. 3.25). Die Erhéhung von [Ca®']; schwankte auch unter diesen
Bedingungen sehr stark. Der Effekt wurde hier zwar etwas hdufiger beobachtet (Effekt in
60 % der Fille bei 10° M und 10° M gegeniiber 50 % bei 10° M bzw. 36 % bei 10° M ohne
Hintergrundstimulation (Tab. 3.19); in dieser Experimentreihe wurde keine Stimulation mit
CHA ohne Hintergrundstimulation durchgefiihrt, so dass auf historische Daten zuriick-
gegriffen wurde), war aber ebenso wie unter den vorherigen Bedingungen nicht jedesmal
vorhanden. Daher wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt. Dennoch kann man aus diesen
Daten einen ersten Hinweis entnehmen, dass die konditionierende Stimulation mit kleinen
ANG II-Konzentrationen die Antworthdufigkeit der Préparation auf CHA (1 uM) verbessert,

dass also eine Potenzierung vorliegen konnte.

3.4.2 Effekte von ANG auf die intrazellulire Ca**-Konzentration nach Vorstimulation
mit CHA

In dieser Serie wurde umgekehrt die Praparation nach einer ersten Stimulation mit ANG 11

fiir I min mit CHA (100 nM) fiir 4 Minuten vorstimuliert, bevor ANG II (3 nM) + CHA

(100 nM) gemeinsam gegeben wurden (Abb. 3.26). Die qualitative Auswertung erfolgte wie

oben bereits beschrieben. Auch hier wurden wieder Kontrollen mit CHA (100 nM) als zweite

Gabe nach einer ersten Stimulation mit ANG II (3 nM) durchgefiihrt.
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Tab. 3.26 Erhéhung von [Ca®’], durch gemeinsame Gabe von ANG II (3 nM) +

CHA (100 nM) nach vorheriger Stimulation mit CHA (100 nM)

Stimulus Peakhdhe Peakhohe Flache Fliche 2% Peakflache Peakfliche 2B
(relative Ein- ([%]ang) (relative (relative ([%]ang) ([%]ang)
heit) Einheit) Einheit)
ANG I (1. 6,0+0,3 53+5
Appl.)
ANG I (2. 5,0£0,3 84+4 51+6 94 +7
Appl.)
n=10
ANG II (1. 53+0,3 44 +2
Appl.)
CHA (2. 1,29/ 267/ g/ 169/
Appl.) 0,3+0,3? 7+7? 2+272 4+4?
n=4
1 Res.
ANG I (1. 53+£04 51+5
Appl.)
CHA (4 min 1+027"/ 20+£710/ 30£9Y/ 30£7V/
vorab: 6 x 0,4+0,27 §+4? 12+£52 11£52
Antwort)
Mix (2. Appl.) 5,6+0,3 111+9 58+5 52+4 118 +7 107 £7
n=13

Mix = ANG II (3 x 10° M) + CHA (107 M)
A Fliche der Erhohung von [Ca*"], durch CHA (100 nM) + ANG II (3 nM) ohne CHA-
Sockel; ® Peakfliche der Kombination ohne CHA-Sockel bezogen auf Peakfliche ANG II

Y Responder (Res.) ; ? alle Experimente

Zeit (min)

ANG Il ANG I
3nM 3nM
1204 ™ -
CHA 100 nM
100 -
=
£
80 4
N(U
O,
o]
0 5 10 15 20 25 30

Abb. 3.26 Erhéhung von [Ca®'],
durch ANG Il (3 nM) auf eine Hinter-
grundstimulation mit CHA (100 nM)
Nach primarer ANG Il (3 nM)-Stimu-
lation wurde fir 4 min CHA (100
nM) alleine gegeben, bevor an-
schlieBend fur 1 Minute mit ANG I
(3 nM) + CHA (100 nM) stimuliert
wurde (n = 13). Zur Aus-wertung
wurden dann die durch CHA alleine
verursachte Ca®*-Erhéhung von
dem Effekt der Kombination abge-
zogen (vgl. Text).
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Abb. 3.27 Erhéhung von [Ca?,
ANG I (3 nM) durch ANG Il (3 nM) kombiniert
ANG II + CHA (100 nM) mit einer Hintergrundstimulation
(3 nM) nach CHA (100 nM) mit CHA (100 nM)
(n=10) (n=13) a) Eine zweite ANG Il (3 nM)
160 4a - - 160 Stimulation rief eine Erhéhung
von [Ca?"], hervor, die leicht ge-
140 - L L 140 ringer war als der primare ANG
[I-Peak (-6 £ 7%; n = 10). links:
120 - R L 120 Einzelexperimente
rechts: Mittelwerte
100 1 '\E i " 100 ) Gabe von ANG Il (3 nM) +
i L | CHA (100 nM) nach vorheriger
80 \ 80 CHA (100 nM)-Gabe und prima-
60 V. » Ve /60 rer ANG Il-Stimulation rief eine
V4 /a4 /4 Erhéhung von [Ca?'], hervor, die
207 1 7 7] 20 signifikant groRer war als die
Kontrollstimulation (a)
0 r r r r . . . . 0 (+18+7 % ,p <0,05 n=13).
ANG ANG ANG ANG ANG ANG
ANG + ANG +
CHA CHA
Effekt von
CHA 100 nM .
ANG + CHA Fig-b-e
von _ c) Die vorherige Stimulation mit
(n=13) CHA (100 nM) fir 4 Minuten rief in
160 4 ¢ | L 1 5 von 13 Experimenten eine Erho-
60 hung von [Ca®']; hervor, die bei 11
140 - - - L 140 57100
d) Nach Abzug der Ca**-Erhéhung,
120 1 - - 120 gie CHA (100 nM) wahrend der
Vorstimulation alleine hervorrief
100 A - - - 100  (c), von dem Wert der Kombination
(b), war die Erhéhung von [Ca®'];
80 - - ' - 80 durch die Kombination nicht mehr
L | ° , signifikant groRer als die durch
60 / 60 ANG Il alleine hervorgerufene (107
"/ " AN 5/20 +7%, p > 0,05).
o
0 I v A'\'l ! I I I I 0
ANG CHA ANG CHA ANGANG +ANGANG +
CHA CHA
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Die Fliche der Erhéhung von [Ca*"],, auf ANG II nach Konditionierung war um 18 + 7 %
grofer als die der primdren ANG II-Kontrollstimulation, wahrend die Fldche des zweiten
ANG II-Peaks bei den ANG II-Doppelstimulationen um 6 + 7 % kleiner war (Tab.3.26, Abb.
3.27a und b). Zur Uberpriifung der Signifikanz wurden die Peakfliichen in Prozent des mit
der Kombination behandelten Peaks und des zweiten ANG II-Peaks der ANG II-Doppels-
timulationen mit dem nichtparametrischen Mann-Whitney-Test fiir ungepaarte Werte vergli-
chen. Beim Vergleich der Flachen ergab sich ein signifikanter Unterschied (p <0,05). Bei 46
% der Versuche (6 von 13 Versuchen) bewirkte CHA wéhrend der 4 miniitigen Gabe eine
leichte Erhohung von [Ca*']; (Abb. 3.27c). Wurde diese Fliche (CHA-Sockel) von der
Peakfliche der Kombination abgezogen, so war der verbleibende Unterschied zwischen der
ANG II-Doppelstimulationen und dem behandelten Peak nicht mehr signifikant (p > 0,5)
(Abb. 3.27d). CHA (100 nM) alleine fiir | Minute gegeben, bewirkte in dieser Versuchsreihe
in einem von vier Versuchen eine Erhéhung von [Ca*']..

Es bleibt festzustellen, dass sowohl die Experimenten unter Kap. 3.4.1 als auch unter Kap.
3.4.2 auf eine leichte Synergie hinzudeuten scheinen, allerdings waren die Unterschiede nicht
signifikant. Es wurden im weiteren Protokolle gesucht, diese mogliche Synergie genauer zu

untersuchen.

3.4.3 Untersuchungen einer moglichen Synergie zwischen Adenosin A,- und ANG II-
Rezeptorstimulation : Gleichzeitige Gabe der beiden Agonisten

3.4.3.1 Gleichzeitige Gabe von Adenosin (0,01 uM) + ANG II (3 nM)

Bei der Prakonditionierung der Préparation durch eine langerdauernden Stimulation mit dem
einen Agonisten besteht immer die Gefahr der Tachyphlaxie, auch wenn das aus den Ca*'-
Antworten nicht direkt abzulesen war. Daher wurden in den folgenden Versuchsreihen die
beiden Agonisten ANG II (3 x 10° M) und Adenosin (10®* M) vor (Abb. 3.28b) oder nach
(Abb. 3.28c¢) primidrer ANG II-Kontrollstimulation gleichzeitig gegeben. Kontrollen wurden
mit zwei aufeinander folgenden ANG II (10® M)-Stimulationen durchgefiihrt (Abb. 3.28a),
um einen Vergleich zu haben, wie sich die Fliche und die Hohe des zweiten Peaks im
Vergleich zum ersten Peak verhélt. Die GroBe des mit der Kombination aus ANG II und
Adenosin behandelten Peaks wurde in Prozent des ANG II-Kontrollpeaks angegeben und mit

der GrofBe in Prozent des jeweiligen ANG-Kontrollpeaks aus den ANG II-Doppelstimulatio-
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nen verglichen. Die Signifikanz von Unterschieden wurde mit dem Mann-Whitney-Test fiir
nicht-parametrische Messwerte iiberpriift.

Zur Flachen- und Peakhdhenbestimmung siehe Kap. 2.2.3.2.c.

Adenosin alleine bewirkte keine Erhthung von [Ca®]; (Kap. 3.3.1).

Tab. 3.27 Erhohung von [Ca*']; durch gemeinsame Gabe von ANG II (3 nM) +
Adenosin (10 nM)

Stimulation [Ca?], AUC 1 | [Ca™] AUC2 | A[Ca*], | AUC
Peak 1 (mg) Peak 2 (mg) (%) (%)
(relative Einheit) (relative Einheit)

ANG II / ANG II 5,0+0,5 48 +7 48+04 48+ 11 | 986 99+ 12

n="7

ANG 11/ MIX 6,0+0,3 48+ 6 5,0£0,4 49 £ 8 83+7 100+ 6

n=_8

MIX / ANG I 7,1+0,2 88+ 6 5,5+0,3 65+9 122+£3 126 £7

n==6

Mix = ANG II (3 x 10° M) + Adenosin (10° M)

Die ANG II-Doppelstimulationen riefen Erhdhungen von [Ca**]; hervor, bei denen die GroRe
des primiren Anstiegs von [Ca*"]; ebenso gross war wie die GroBe des Anstiegs von [Ca®'];
nach zweiter ANG II-Gabe (Tab.3.27).

Wurde die Kombination aus ANG II und Adenosin als zweites verabreicht, so war die Grof3e
des Anstiegs von [Ca®']; weder in Hohe noch in Flache signifikant groBer als der erste Peak
(p > 0,5). Wurde die Kombination ANG II + Adenosin als erstes gegeben, so war der so
behandelte Peak um 22 + 3 % signifikant hoher als der ANG II-Peak (p < 0,05), jedoch war
die Fliache nicht signifikant groBer als die Fliche des ANG II-Peaks (p > 0,05) (Tab.3.27).
Da die Peakhohe jedoch groBeren Schwankungen unterlag als die Flache und diese keinen
signifikanten Unterschied aufwies, konnte in diesem Versuchsansatz eine synergistische
Wirkung von Adenosin und ANG II nicht als signifikant nachgewiesen werden, wenn auch

eine Tendenz in Richtung eines synergistischen Effektes zu erkennen sein mag.
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3.4.3.2 Gleichzeitige Gabe von CHA + ANG II (3 nM)

CHA (1 pM) + ANG II (3 nM): Gleichzeitige Stimulation mit Adenosin (10 nM) und
ANG II (3 nM) bewirkte keine signifikante stéirkere Erhohung von [Ca*"]; gegeniiber Stimula-
tion mit ANG II (3 nM) alleine (Kap. 3.4.3.1). Aus diesem Grund wurde in den folgenden

Versuchen die Stimulation der Adenosin A,-Rezeptoren durch Gabe von CHA in einer
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Konzentration von 1 uM (in Kombination mit ANG II (3 nM)) verstéirkt. Auch eine Kombi-
nation aus CHA (0,1 uM) + ANG II (3 nM) wurde untersucht.

Versuchsdurchfithrung und Auswertung erfolgten hier wie unter 3.4.2.1 beschrieben
(Abb. 3.29). Als Kontrolle wurden neben den ANG II-Doppelstimulationen auch Experimen-
te durchgefiihrt, bei denen mit CHA (1 uM bzw. 0,1 uM) als zweites flir eine Minute nach
der ANG II -Kontrollgabe stimuliert wurde.

Tab. 3.28 Erhéhung von [Ca**]; durch gemeinsame Gabe von ANG II (3 nM) + CHA (1 uM)

Stimulation | [Ca®']; AUC 1 | [Ca™] AUC 2 AUC 2 A[Ca*], | AUC (%) | AUC"
Peak 1 (mg) Peak 2 (mg) Y (mg) (%) (%)
(relative (relative
Einheit) Einheit)

ANGII/ 52+04 | 46+5 42+04 | 38+5 74 £ 4 83+3

ANG II

n=7

ANG II/ 6+0,2 514/ 2,5 10*/ 40 194/

CHA 52+6°% 1,2+1,2°% 2,7+2,7"

n=7

(1 Res.)

ANGII/ 54+04 | 43+£20 | 4,7+04 | 49+7 48 +5 88+8 116 +£5™ | 112+£5™"

MIX

n=3_§

Mix = ANG II (3 x 10° M) + CHA (10° M)

* Responder (Res.) 5 alle Experimente

1) Fliche des Effektes der Mischung nach Abzug des Effektes, der durch CHA (10° M)
alleine bewirkt wird

Die Erhdhung von [Ca*'], (AUC) nach Stimulation mit der Kombination war um 16 £ 5 %
groBer als die des primdren ANG II Peaks, wihrend die Fldche des zweiten Peaks bei ANG
II-Doppelstimulationen um 17 + 3 % kleiner war (Abb. 3.30a und b). Zur Uberpriifung der
Signifikanz wurde die Fliche der Erhéhung von [Ca®"],, die durch Gabe der Kombination
hervorgerufen wurde gegen die durch eine zweite ANG II (3 nM)-Applikation ausgeldste
Erhohung von [Ca*'], mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-Test fiir ungepaarte
Werte verglichen. Dabei ergab sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,001).

Auch hier wurden Kontrollen durchgefiihrt, in denen nach einer primiren ANG II (3 nM)-
Applikation mit CHA (1 pM) stimuliert wurde. Interessanterweise bewirkte CHA (1 pM)




3. Ergebnisse 127

ANG I ANG I 3 nM +
160 - 3:M CHA-1 UM
140 A
—~ 120 -
z
= 100 1
8 801
60
40 A
0 5 10 15 20 25
Zeit (min)

Abb. 3.29 Stimulation mit ANG Il (3 nM) in Kombination mit CHA (1 uM)
Erhéhung von [Ca?*],durch ANG Il (3 nM) + CHA (1 uM) nach primarer ANG II-Kontrollstimulation war
groler als diese.

hier nur in einem von sieben Versuchen eine Erh6hung von [Ca®*],, die 19 % (Einbezichung
aller Experimente: 2,7 % + 2,7) der ANG II-Stimulation betrug (Abb. 3.30c). Wird dann
dieser Eigeneffekt des CHA von dem Effekt der Kombination abgezogen, so ist der ver-
bleibende Unterschied weiterhin signifikant (p < 0,001) (Abb.3.30d). ANG II und der A,-
Agonist CHA in der Konzentration 10°® M wirken in diesen Versuchen auf die Erhhung von
[Ca*7; leicht synergistisch.

Es ist jedoch untypisch, dass CHA (1 uM) alleine so selten eine Reaktion ausloste, so dass
nur ein sehr kleiner Wert fiir die Fliche von dem Wert fiir die Fliche der Kombination
abgezogen wurde. In anderen Versuchsreihen bewirkte CHA in dieser Konzentration in 50 %
der Experimente eine Erhéhung von [Ca*"]; (Kap. 3.3.2); nimmt man an, dass eine Antwort-
frequenz von 50 % korrekt ist, so ist bei n = 7 immerhin mit einer Wahrscheinlichkeit von
0,55 eine Antwortfrequenz von 14 % zu beobachten. Wére also ein nach Kap. 3.3.2 in
Antworthdufigkeit und Antwortgrof3e typischer Effekt fiir CHA (1 uM) herausgekommen, so
wire die Synergie hier verlorengegangen. In diesem Fall wiirden CHA und ANG II nur noch

additive Wirkung zeigen.
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Abb. 3.30 Stimulation mit ANG Il
(3 nM) in Kombination mit CHA

(1 uM)

a) Eine zweite ANG Il (3 nM)-Sti-
mulation rief eine Erhéhung von
[Ca*], hervor, die leicht geringer
war als die durch primare ANG II-
Stimulation ausgeldste Erhdhung
von [Ca®]; (-17 £3%; n=7)

links: Einzelexperimente
rechts: Mittelwerte.

b) Applikation von ANG Il (3 nM) +
CHA (1 pM) nach primarer
ANG II-Stimulation rief eine Erho-
hung von [Ca?*], hervor, die signifi-
kant groBer war als ein zweiter
ANG Il (3 nM)-Peak (+16 £ 5 %
vs.-17+3 %, p <0,001,n=7).

d) Nach Abzug der Ca*-Erhé
hung, die CHA (1 uM) in einer
dritten Experimentreihe alleine
nach priméarer ANG Il (3 nM)-Ga-
be hervorrief (¢, n = 7), von dem
Wert der Kombination, blieb die
Erhéhung von [Ca®]; durch die
Kombination weiterhin signifikant
gréfler als die durch ANG Il allei-
ne hervorgerufene (12 £ 5% vs.
-17 £ 3 %, p = 0,001).
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Weitere Versuche wurden auch mit einem physiologischeren Puffer, der Eiweill (Albumin)

und Bicarbonat enthielt, durchgefiihrt (HEPES-PS-BA, Kap. 2.1.2).

Tab. 3.29 Erhéhung von [Ca®]; durch gemeinsame Gabe von ANG II (3 nM) + CHA (1 uM)
in Na-HEPES-PS-BA

Stimulation | [Ca®']; AUC 1 [Ca®], AUC 2 A [Ca™); AUC
Peak 1 (mg) Peak 2 (mg) (%) (%)
(relative Einheit) (relative Einheit)

ANG/ 6,3+0,3 76+ 5 43+04 67+6 68+ 6 88+ 6

ANG

n=9

ANG/ 52+0,4 63+8 5,5+0,1 77+7 112 +£11 135+£20

MIX

n=3§

Mix = ANG II (3 x 10° M) + CHA (10° M)

Auch hier ergab sich, dass CHA in der Konzentration 1 uM die Wirkung von ANG II auf die
Erhohung von [Ca*], signifikant verstirkte (p < 0,05). Bei den zur Kontrolle durchgefiihrten
Doppelstimulationen mit ANG II war die Flache des zweiten Peaks um 12 + 6 % kleiner als
die der ersten. Durch gemeinsame Stimulation mit ANG II (3 nM) und CHA (1 uM) wurde
eine Erhohung von [Ca®*]; ausgeldste, deren Fliache um 35 + 20 % grofer war.

CHA alleine wurde in dieser Versuchsserie nicht getestet, so dass zur Korrektur des Effektes
der Kombination historische Daten von CHA (1 uM) in HEPES-gepufterter physiologischer
Salzlosung mit Bicarbonat aber ohne Albumin verwendet wurden (Kap. 3.3.2.2). Nach
Abzug der Fliche der Erhohung von [Ca*’], die durch alleinige Gabe von CHA bewirkt
wurde, von dem Effekt durch Gabe der Mischung war der Unterschied hier weiterhin signifi-
kant (p < 0,05). Aufgrund der leicht verschiedenen Pufferlosungen miissen diese Daten

jedoch mit Vorbehalt gesehen werden.

CHA (0,1 uM) + ANG II (3 nM): In einer weiteren Serie von Versuchen wurde gepriift, ob
die oben beschriebene leichte Synergie auch auftrat, wenn CHA (0,1pM) mit ANG II kombi-

niert wurde.
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Tab. 3.30 Erhéhung von [Ca®’], durch gemeinsame Gabe von ANG II (3 nM) +

CHA (100 nM)
Stimulation [Ca’],Peak 1 | AUC 1 [Ca*],Peak 2 | AUC 2 A[Ca*]; | AUC
(relative Ein- | (mg) (relative Ein- (mg) (%) (%)
heit) heit)
ANGII/ANGII | 49+0,3 42+5 4,5+0,7 38+3 92+6 96+ 5
n=9
ANG II/ CHA 6,4+0,3"/ 57+4%/ | 1,4+0,3%/ 9,1 +£14%/ | 22+6%/ | 1634/
n=9 (4 Res.) 5,8 +0,4" 52+4% | 0,6+0,38 40+1,78 10+ 58 7 + 38
ANG 11/ MIX 4,8+0,5 364 4,7+0,5 42+5 101 £10 | 120+ 11
n=10 (113 £129

Mix = ANG II (3 x 10° M) + CHA (107 M)
Einbeziehung : * Responder (Res.)
¢ Abzug der CHA-Reaktion

® alle Experimente

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.31 dargestellt. Wieder zeigen die Zahlen numerisch leicht
hohere Antwort fiir die Kombination gegeniiber ANG II allein (1 £ 10 % (Hdhe) bzw.
20 £ 11 % (Flache)), jedoch wurde keine Signifikanz gegeniiber der GroBe in Prozent einer
zweiten Kontroll-ANG II-Stimulation erreicht (Hohe und Fliche: p > 0,05; nicht-parametri-
schen Mann-Whitney-Test fiir ungepaarte Werte verglichen). ANG II und der A,-Agonist
CHA in der Konzentration 10”7 M wirkten in diesen Versuchen auf die Erh6hung von [Ca*"];
nicht synergistisch.

Gabe von CHA (107 M) alleine rief in dieser Versuchserie in 44 % der Experimente eine
Erhéhung von [Ca®]; hervor (n = 9, 4 Responder). Die GroBe dieses zweiten Peaks betrug
bezogen auf den ersten ANG-Kontrollpeak 16 + 3 % (Fliache) bzw. 23 + 6 % (Hohe). Wurde
dieser Eigeneftfekt beriicksichtigt, blieb die Antwort auf die Kombination numerisch grof3er;
der Unterschied war aber, wie zu erwarten, weiterhin nicht signifikant.

Aus den bisherigen Synergie-Versuchen in Kap. 3.4 kann das Fazit gezogen werden, dass es
zwar Andeutungen fiir einen synergistischen Effekt zwischen Adenosin A,- und ANG II-
Rezeptorstimulation gibt, aber keine statistisch gesicherten Daten fiir eine Synergie fest-
gestellt werden konnten. Ein wesentlicher Grund dafiir konnte die Variabilitit der Ca*'-
Antwort auf Adenosin A,-Rezeptorstimulation sein. Bislang weisen ANG II und Adenosin

beziiglich der Erhéhung von [Ca®*], nur additive Wirkungen auf.
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Abb. 3.31 Stimulation mit ANG I
(3 nM) in Kombination mit CHA (100
nM)

a) Eine zweite ANG Il (3 nM)-Stimu-
lation rief eine Erhdhung von [Ca®*],
in der gleichen Gréf3en-ordnung wie
die primare ANG II-Stimulation her-
vor (-8 £ 6%; n=9).

links: Einzelexperimente

rechts: Mittelwerte

b) Gabe von ANG Il (3 nM) + CHA
(100 nM) nach primarer ANG II-Sti-
mulation bewirkte eine Erhdhung
von [Ca?, die aufgrund der Streu-
ung nicht signifikant grof3er war als
die durch primadre ANG Il (3 nM)-
Stimulation hervorgerufene (n = 10).

d) Nach Abzug der Ca*-Erhéhung,
die CHA (100 nM) in einer dritten
Experimentreihe alleine nach prima-
rer ANG Il (3 nM)-Gabe hervorrief
(c, n =9), von dem Wert der Kombi-
nation, blieb die Erhéhung von
[Ca®'];durch die Kombination weiter-
hin leicht (nicht signifikant) gréler
als die durch ANG Il alleine hervor-
gerufene.
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3.4.4 ANG II und endogenes Adenosin

ANG II und Adenosin hemmen beide die Reninsekretion und es besteht die Hypothese, dass
ANG II die Reninsekretion aus den reninsezernierenden Zellen nur in Gegenwart von
Adenosin hemmen kann. Dies wird bestétigt durch nicht verdffentlichte Daten von Frau PD
Dr. Albinus (Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen), nach denen ANG II die
Reninsekretion in Anwesenheit von Adenosindesaminase (ADA) nicht mehr hemmt. Ein
Ausbleiben des ANG II-Effektes in Anwesenheit von Adenosindesaminase oder dem Adeno-
sin A,-Rezeptorantagonisten DPCPX wiirde die These bestdtigen, dass Adenosin und ANG
IT synergistisch wirken und ANG II ohne Adenosin keine Wirkung hat. Sowohl Adenosin-
desaminase iiber Abbau von endogenem Adenosin als auch DPCPX iiber Adenosin A,-
Rezeptorblockade sollten die Wirkung von endogenem Adenosin aufheben.

Bislang gibt es zu dieser Fragestellung nur unverdffentlichte Daten zur Reninsekretion (PD
Dr. Albinus, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen). Daher stellte sich die
Frage, ob auch die Erhohung von [Ca®"]; durch ANG II in Gegenwart von Adenosinde-

saminase oder DPCPX ausbleibt oder wenigstens signifikant verringert ist.

3.4.4.1 ANG II-Wirkung nach Entfernung von endogenem Adenosin durch ADA

Zur Untersuchung, ob die Inaktivierung des endogenen Adenosin durch ADA die Ca*-
erhohende Wirkung von ANG II beeinflusst, wurde wieder das Doppelstimulationsprotokoll
angewandt. Nach Perfusion mit ADA (4U/ml) fiir 3 Minuten wurde dieser Losung fiir
1 Minute ANG II (3 nM) zugesetzt; nach einer Auswaschphase wurde mit ANG II (3 nM)
alleine die Kontrollstimulation durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde die Grof3e des ersten
Peaks in Bezug auf den zweiten Peak bestimmt. Als Kontrollen wurden wieder ANG II-
Doppelstimulationen ohne ADA durchgefiihrt. Als weitere Kontrolle wurde mit einer ADA-
entsprechenden Menge Albumin superfundiert, um einen nicht-spezifischen Eiweileffekt

auszuschlief3en.
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Tab. 3.31 Erhohung von [Ca*'], durch ANG II (3 nM) nach Gabe von ADA (4 U/ml)

Stimulation [Ca®"], Peak 1 AUC1 | [Ca®"], Peak 2 AUC2 | A[Ca¥], | AUC
(relative Einheit) | (mg) (relative Einheit) | (mg) (%) (%)

ANGII+ ADA/ 52+0,4 44 +7 45+0,3 48 £7 1179 | 93£5

ANG I

n=>5

ANG II + Albu- 49+0,6 47+12 | 5,0+0,2 47+ 4 10015 | 95+19

min / ANG II

n=3

ANG II / ANG II 5,6 £0,1 4245 48+0,3 41+6 119+ 6 103 +6

n=4

Die statistische Auswertung zeigt, dass keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Versuchsansitzen bestanden. In diesen Versuchen wurde kein Absinken des basalen [Ca®'],

durch ADA beobachtet.

3.4.4.2 ANG I1I-Wirkung nach Blockade der Adenosin A ,-Rezeptoren mit DPCPX

In diesem Ansatz wurde die Wirkung von endogenem Adenosin durch Blockade der Adeno-
sin A,-Rezeptoren durch den Adenosin A,-Rezeptorantagonisten DPCPX (100 nM) ant-
agonisiert. Es wurde wieder zundchst mit ANG II (3 nM) zur Kontrolle stimuliert, bevor dann
nach Auswaschphase die Adenosin A,-Rezeptoren durch Perfusion mit DPCPX (100 nM)
blockiert wurden. Es sollte so vermieden werden, dass die Kontrollstimulation ANG II noch
durch DPCPX beeinflusst wurde. Nach 4 Minuten wurde dieser Losung fiir | Minute ANG
II (3 nM) zugesetzt.

Zur Kontrolle wurden die iiblichen ANG II-Doppelstimulationen untersucht. Berechnet
wurde wieder die Flache des behandelten Peaks zum unbehandelten ANG-Kontrollpeak. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 3.32 zusammengefasst; zur Kontrolle wurden hier nur zwei
ANG II-Doppelstimulationen durchgefiihrt, die einzeln aufgefiihrt sind.

DPCPX bewirkte in diesen Experimenten keine Verkleinerung des Effektes von ANG II auf
[Ca?"], (n = 4). Wie in Kap. 3.3.3.2 fiihrt es auch nicht zu einem Abfall von [Ca®*"],, wie er
durch die Blockade der Adenosin A,-Rezeptoren hervorgerufen werden konnte (vgl. Kap.

3.3.3.2). Es war kein Unterschied zwischen den beiden Versuchsansitzen erkennbar.
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Tab. 3.32 Einfluss des Adenosin A,-Rezeptorantagonisten DPCPC (100 nM) auf die Erho-
hung von [Ca*']; durch ANG 1II (3 nM)

Stimulation [Ca®"], Peak 1 AUC 1 | [Ca*], Peak 2 AUC2 | A[Ca*], | AUC
(relative Einheit) | (mg) (relative Einheit) | (mg) (%) (%)
ANGII/ 5,1+0,3 43+ 8 4,7+0,4 40+ 8 93+38 92+6
ANG II + DPCPX
n=4
ANGII/ANG II 5.4 44,5 4,9 40,2 91 90
n=2 4,9 60,8 43 31,7 88 524
Mix = ANG II (3 x 10° M) + DPCPX (107 M)
A untypischer Wert

Als Fazit bleibt festzuhalten, dass die beiden Methoden, den endogenen Adenosintonus
auszuschalten, nicht nur keinen Effekt auf basales [Ca**]; hatten (vgl. auch Kap. 3.3.3.1 und
3.3.3.2), sondern dass auch die Erhéhung von [Ca*"], nach Stimulation durch ANG II unver-
andert blieb. Die absolute Notwendigkeit von Adenosin fiir die reninsekretionshemmende
Wirkung von ANG II (PD Dr. Albinus, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Tiibin-

gen) ist also auf der Ebene der intrazelluldren Ca’*-Konzentration nicht sichtbar.

3.5 Untersuchung an der afferenten Arteriole der Niere der Maus

3.5.1 Effekt von ANG II und CHA auf die intrazelluliire Ca’**-Konzentration in der
afferenten Arteriole der Niere der Maus

3.5.1.1 Wirkung von ANG II auf die intrazelluliire Ca’*-Konzentration

Zunéchst wurde an der afferenten Arteriole aus der Nieren der Maus die Reaktion auf eine

ANG II-Stimulation gemessen und es wurde durch Experimente mit dem ANG II AT,-

Blocker Losartan (LOS) (Hackenthal, 2001) iiberpriift, ob die Erhéhung von [Ca*"], durch

ANG II iiber den AT,-Rezeptor vermittelt wird.

Gearbeitet wurde mit dem Doppelpulsprotokoll, bei dem zunéchst von Minute 1 - 2 ANG 11

(3 nM) als Funktionskontrolle und als interner Standard gegeben wurde. Nach einer 16

miniitigen Auswaschphase wurde zur Kontrolle ein zweites Mal mit ANG II (3 nM) stimu-

liert. In den Experimenten mit LOS wurde vor und wihrend der zweiten ANG II-Gabe fiir 3

Minuten der ANG II AT,-Blocker in einer Konzentration von 1 uM zugegeben (Abb. 3.32).
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Tab. 3.33 Erhéhung von [Ca®']; durch ANG II (3 nM) in Ab- und Anwesenheit von Losartan
(1 uM)

Stimulation Versuchs- | basales [Ca®], Peak 1 | basales [Ca®],Peak 2 | A[Ca®"],
anzahl n [Ca™]; 1 (nM) [Ca™]; 2 (nM) (%)
(nM) (nM)
ANGII/ 5 68 +12 39+9 75+ 16 0 0
LOS + ANGII
ANGII/ANGII | 5 57+3 32+7 6010 34+ 10 102 +£8
a) ANG || ANG I
110, 3M 3nM
100 -
Z 90
Q 80 A
70 1
60
0 5 10 15 20
Zeit (min)
b)
ANG I ANG I
80 3:|\/| 32M
Losartan 1 uM
—~ 70 A
=
<
& 60 1
©
S
50 4
40 -
0 5 10 15 20
Zeit (min)

Abb. 3.32 Anderung von [Ca®']; durch ANG Il (3 nM) in reninsezernierenden Zellen der afferenten
Arteriole der Maus.

a) Zweimalige ANG II-Stimulation erhdhte zweimal [Ca?], in der gleichen GréRenordnung.

b) Gabe des ANG Il AT,-Blockers Losartan (1 uM) vor der zweiten ANG II-Stimulation verhinderte
vollig die Erhéhung von [Ca?'], (n = 5). Losartan alleine hatte keinen Einfluss auf [Ca®']..
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Die basale Ca*-Konzentration lag hier, alle Experimente zusammengefasst (n = 10), bei
63 + 6 nM. Ebenfalls alle Experimente zusammengefasst, erhdhte eine erste ANG II-Gabe
[Ca*"]; um 36 + 6 nM. In den fiinf Kontrollexperimenten war eine zweite Anhebung von
[Ca®"], moglich. Sie betrug, bezogen auf den ersten ANG II-Puls 102 = 8 %. Losartan selbst
hatte keinen Einfluss auf die unter Ruhebedingungen herrschende Ca?*-Konzentration (Abb.
3.32b), verhinderte hingegen vollig den Ca**-Anstieg durch ANG II (Tab. 3.33). Daher
bestitigt diese Experimentreihe, dass der Ca*-steigernde Effekt von ANG 1I iiber den
ANG II AT,-Rezeptor vermittelt wird.

3.5.1.2 Wirkung des Adenosin-Analogons CHA auf die intrazellulire Ca’*-Konzentration in
der afferenten Arteriole aus der Mausniere
Da die Ca®*-Antwort in den reninsezernierenden Zellen der afferenten Arteriole der Ratten-
niere auf Stimulation mit Adenosin und dem Adenosin A -Agonisten N°-Cyclohexyl-adeno-
sin (CHA) sehr unregelméBig war, sollte hier {iberpriift werden, ob die afferenten Arteriolen
im distalen Bereich der Mausniere eine regelmiBigere Ca*'-Antwort auf Stimulation der
Adenosin A,-Rezeptoren zeigen. Es wurde zwei Versuchsreihen durchgefiihrt, zum ersten an
afferenten Arteriolen aus CD-1 Méusen, die reguléres Futter erhalten hatten, zum zweiten aus

kochsalzarm erndhrten CD57 Méusen.

A) CD-1 Miuse: Der CD1-Stamm ist, wie der bislang untersuchte Rattenstamm Sprague-
Dawley, ein Auszuchtstamm. Verwendet wurde analog zu bisherigen Versuchen HEPES-
gepufferte physiologische Salzlosung (Na-HEPES-PS). Gearbeitet wurde ebenfalls mit dem
Doppelstimulationsprotokoll, bei dem eine ANG II-Stimulation in einer Konzentration von
3 nM zur Funktionskontrolle gemacht und als interner Standard benutzt wurde. CHA wurde
in einer Konzentration von 1 uM und 100 nM eingesetzt. In einigen Versuchen erfolgte
Stimulation mit CHA zu erst, in einer anderen Versuchsreihe wurde CHA als zweiter Stimu-
lus gegeben. Die jeweils andere Stimulation erfolgte standardméfig mit ANG II (3 nM). Die
Substanzen wurden immer zu Minute 1 - 2 gegeben, dann erfolgte eine 13 miniitige Aus-
waschphase, an deren Anschluss dann nochmal fiir 1 Minute (Minute 15 - 16) die zweite
Substanz gegeben wurde. Zur Kontrolle wurden ANG II (3 nM)-Doppelstimulationen
durchgefiihrt.
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Tab. 3.34 Effekt von CHA (100 nM / 1 pM) auf [Ca*'], in reninsezernierenden Zellen aus

Nieren von standard-erndahrten CD-1 Méusen

Stimulation Versuchs- basales [Ca®™); basales [Ca™, A [Ca™);
anzahl n [Ca™] 1 Peak 1 [Ca*], 2 Peak 2 (%)
(nM) (nM) (nM) (nM)

ANGII/ANG I 6 60£5 26+3 62+t4 24+4 91+5
ANG 11/ CHA 1uM 3 56 £11 27+3 60+ 10 0 0
ANG I/ CHA 100nM 4 75+£17 366 85+ 19 0 0

CHA 1uM / ANG II 2 51+4 0 564 25+4 0

CHA 100 nM / ANG II 2 47+ 13 0 49 + 13 20+ 6 0

Die basale [Ca*"], in den hier isolierten afferenten Arteriolen der CD-1 Méuse lag bei 60
+5nM (n=17).

ANG II (3 nM) wurde wie iiblich als Standardkontrollpeak verwendet und rief regelmiflig
eine Erhohung von [Ca®]; hervor, die bei 29 + 3 nM lag (alle Experimente zusammengefasst,
n = 13). Ein zweiter ANG II (3 nM)-Puls lie} sich wie bei den Gefdflen der Ratte auslosen.
Bei einer basalen [Ca®*]. von 60 + 5 nM und einer ersten Erh6hung von [Ca®']; von 26 = 3 nM
lag er bei 24 + 4 nM. Das entspricht bezogen auf den ersten Peak 91 + 5 % und liegt damit,
wie in den Experimenten an den reninsezernierenden Zellen der Ratte, in der gleichen
Grofenordnung wie der primire ANG II (3 nM)-Peak.

Die Arteriolen der Mausniere reagierten in dieser Versuchsreihe nicht auf eine zweite, nach
dem ANG II-Kontrollpeak gegebene CHA-Stimulation, weder in einer Konzentration von
100 nM noch in einer Konzentration von 1 uM. Auch gab es keine Reaktion auf CHA, wenn

es vor dem ANG II-Puls gegeben wurde (Tab. 3.34).

B) C57 Maiuse: Eine zweite Versuchsreihe wurde mit afferenten Arteriolen aus Nieren von
NaCl-arm erndhrten C57 Méusen durchgefiihrt. Der Grund war folgender: minnliche CD-1
Mause, die eine normale NaCl-Diit erhalten hatten, zeigten auf Stimulation mit dem Adeno-
sin A,-Agonisten CHA keine Erhéhung von [Ca®"],. Da die zugehérigen Versuche an der
Ratten an NaCl-arm erndhrten Tieren durchgefiihrt wurden, sollte die Stimulation mit CHA
auch an kochsalzarm erndhrten Méusen tiberpriift werden. Da die CD-1 Méuse (Auszucht-

stamm) relativ hohe Ausfallquoten hatten, d.h. sehr hdufig Gefdl3e gar nicht mehr auf ANG I1
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reagierten, wurde ein weiterer Mausstamm untersucht. Ausgewéhlt wurde der C57 Stamm,
der ein Inzuchtstamm ist.
Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie oben dargestellt; die Versuche sind in der folgenden

Tabelle zusammengefasst.

Tab. 3.35 Effekt von CHA (100 nM / 1 uM) auf [Ca*']; in reninsezernierenden Zellen der
NaCl-arm erndhrten C57 Miuse

Stimulation Versuchs- basales [Ca?"], Pe- | basales [Ca®™],Pe- | A[Ca®],
anzahl n [Ca™] 1 ak 1 (nM) | [Ca*"];2 ak2 (nM) | (%)
(nM) (nM)
ANGII/CHA 1 uM 10 56 £4 24+2 60£5 0,8+ 0,6 3+2
ANGII/CHA 100nM | 5 52+4 14+3 55+3 0 0
ANG II/ ANGII 11 63+6 24+ 4 64+6 20+ 3 88+ 10

Basales [Ca®], in dieser Experimentreihe an den afferenten Arteriolen der kochsalzarm
ernihrten C57 Miuse lag bei 58 = 3 nM (n = 26). Die Erhéhung [Ca®]; auf die erste Stimula-
tion durch ANG II lag, bei 22 + 2 nM (alle Experimente zusammengefasst, n = 26). Bei
basalem [Ca?']; von 63 + 6 nM und einem ersten ANG II (3 nM)-Peak von 24 + 4 nM, lste
eine zweite ANG II (3 nM)-Stimulation eine Ca**-Erhchung aus, die bei 20 + 3 nM lag, was
bezogen auf den ersten ANG II-Peak 88 + 10 % entspricht.

Die afferenten Arteriolen dieser kochsalzarm erndhrten C57 Méuse reagierten in dieser
Experimentreihe aber ebenfalls weder auf 1 uM CHA (n = 10), noch auf 100 nM CHA (n =
5) mit einer Erhéhung von [Ca*']..

Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass unabhidngig vom Mausstamm und der
Ernihrung CHA auch in unterschiedlichen Versuchsprotokollen keine Erhohung von [Ca*'];
bewirkt. Die Maus reagiert also nicht besser auf Adenosin A ,-Rezeptorstimulation. Es bleibt
jedoch die Frage offen, ob in der afferenten Arteriole der Maus iiberhaupt ein Ca**-Signal
nach Adenosin A,-Rezeptorstimulation erhalten werden kann, da in 27 Gefdlen aus 8
verschiedenen Tieren CHA (0,1 uM, 1 pM) nicht einmal eine Ca**-Erhéhung bewirkt hat.
Diese Versuche wurden iiber einen Zeitraum von 3 Monaten durchgefiihrt. Vergleichsversu-

che an der Ratte im selben Zeitraum gibt es nicht. Aber auch an der Ratte gab es Versuchs-
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serien, bei denen es iiber viele Experimente hinweg keine Ca*"-Antwort auf Adenosin A -

Rezeptorstimulation gab.

3.5.2 Untersuchungen einer moglichen Synergie zwischen ANG II und endogenem
Adenosin in der afferenten Arteriole der Maus

In Kap. 3.4.4 wurde an isolierten afferenten Arteriolen der Ratte gezeigt, dass das Aus-
schalten des endogenen Adenosin-Tonus durch Vorbehandlung mit Adenosindesaminase
oder Blockade der Adenosin A -Rezeptoren die Ca’>"-Antwort auf ANG II-Stimulation nicht
beeinflusste. Dies sollte an dem analogen Préparat der Maus noch einmal untersucht werden.
Dazu wurde zum einen die Antwort auf ANG II-Stimulation in der afferenten Arteriole der
Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Maus (A;AR —/—; Sun et al., 2001, iiberlassen von PD Dr.
Vallon, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen) mit der von zugehdrigen
Wildtyp Méusen der gleichen Zucht (A, AR +/+) verglichen, und zum anderen die Antwort
auf ANG II-Stimulation mit und ohne Adenosin A,-Rezeptor Blockade untersucht.

3.5.2.1 Vergleich der Ca’*-Antwort auf ANG II-Stimulation in afferenten Arteriolen der
Nieren von Adenosin A ,-Rezeptor-knock-out Mdusen mit der von Wildtyp Mdusen.

Gearbeitet wurde mit Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Méusen (A, A R—/— A,-Rezeptor-k.o.
Mause) und als Kontrolle mit Wildtyp Méausen (A,R+/+; WT Méuse) aus dem gleichen Wurf
(Kap. 2.1.3).

Die Tiere erhielten eine normale Standard-Didt. Gearbeitet wurde in HEPES-gepufferter
physiologischer Salzlosung (Na-HEPES-PS). Stimuliert wurde mit ANG II in der Konzen-
tration von 0,3 nM bis 300 nM fiir jeweils 1 Minute (Abb. 3.33). [Ca®']. wurde sehr weit
distal am FEintritt der afferenten Arteriole in das Glomerulum gemessen. In diesem Bereich
befinden sich die reninsezernierenden Zellen. Die Experimente sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst:
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Tab. 3.36 Erhohung der [Ca**], durch ANG II in der afferenten Arteriole der Adenosin A -
Rezeptor-knock-out Maus und der Wildtyp Maus

Konzentration ANG II (nM) ADO A,-k.o. Maus WT-Maus
(MW £ S.E.M.) (nM) (MW = S.E.M.) (nM)
0,3 n=8/7+3 n=9/6+2
n=6/10=+4 (resp.) n=7/8+1 (resp.)
1 n=8/17+5 n=5/18+2
n=6/23=+5 (resp.)
3 n=14/20+2 n=15/24+5
30 n=22/37+4 n=18/43+4
300 n=18/59+8 n=15/55+7
ANG I
a) 120 - 30
~100 4
=
£
g 80 -
S}
60 4
a0 W
0 2 4 6 10 12
Zeit (min)
b) ANG Il
3nM
|
120 4
S 100 A
<
iﬁ 80 -
60 1
40 -l'\—t\_l—")
2 4 6 10 12
Zeit (min)

Abb. 3.33 Erhéhung von [Ca®]; auf Stimulation mit ANG 11 (300 nM) (a) im Vergleich zur Stimulation
mit ANG Il (3 nM) (b) in der afferenten Arteriole der Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Maus.
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Die basale [Ca®‘], lag in den GeféBen der WT Miuse bei 58 = 2 nM, in denen der A -
Rezeptor-k.o. Miuse bei 62 + 2 nM. Die afferenten Arteriolen von A,-Rezeptor-k.o. Mausen
reagierten ebenso wie die der WT Mause auf Stimulation mit ANG II mit einer Erh6hung von
[Ca®].. Bei allen Konzentrationen bestand kein Unterschied in der PeakgroBe zwischen
Gefallen aus WT und A,-Rezeptor-k.o. Méusen ( p > 0,05) (Abb. 3.34).

Bestimmt wurde die EC,, also die ANG II-Konzentration, bei der der halbmaximale Effekt
auftrat, mit Hilfe der Hill-Gleichung. Die Daten aus Tab. 3.36 wurden gegen die ANG II-
Konzentration aufgetragen und die logarithmische Form der Hill-Gleichung an die Daten
angepasst (Abb. 3.34). Die Gleichung lautet:

y=a*(1+ 10"kl

wobei:

a = maximale Amplitude des Effektes

n = Hill-Koeffizient

px = —log [ANG II]

X = [ANG II]

pk = —log k

k = EC,, (ANG II-Konzentration, bei der der halbmaximale Effekt auftrat)

Dabei ergaben sich folgende Ergebnisse:

Tab. 3.37
ADO Al-k.o.-Mdéuse WT-Miuse
a 65+153 59,5+5.1
pECs, 7,91 £0,53 8,24+0,19
EC,, 12 (1; 138) 5,8(2,5;13,7)

Die EC,, fiir ANG II liegt fiir die Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Miuse bei 12 nM, fiir die
Wildtypmaéuse bei 5,8 nM. Zwischen den Wildtypméusen und den Adenosin A,-Rezeptor-
knock-out Mausen besteht auch beziiglich der EC,, kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).
Die Antwort auf 300 nM ANG II (Abb. 3.33a) wurde genauer untersucht. Sie besteht deutlich

aus einer Peak- und einer Plateau-Phase. Die Plateauphase wurde zu verschiedenen Zeiten
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auf signifikante Unterschiede zwischen WT und A ,-Rezeptor-k.o. Médusen untersucht. Aber
auch hier war kein signifikanter Unterschied feststellbar (p > 0,05 bei 4 min und bei 5 min).
Diese Versuche belegen, dass in der Maus die reninsezernierenden Zellen der afferenten
Arteriole des Nierenglomerulums auf Stimulation mit ANG II mit einer Erhéhung von [Ca®‘];
auch ohne den Einfluss von (endogenem) Adenosin iiber Adenosin A,-Rezeptoren antworten
und dass die Antwort in den afferenten Arteriolen aus k.o.-Mausen und WT-Miusen quanti-

tativ gleich ausfallt.

60 -
50 -
40 -

30 1

A[Ca®"]; (NM)

20 1

® WT
v A,-Rezeptor-

k.o. Mausen
0 L) L) L)

1 10 100

10 1

ANG Il (nM)

Abb. 3.34 Konzentrations-Wirkungs-Beziehung

Die Erhéhung von [Ca®']; (nM) auf Stimulation mit ANG Il in Adenosin A,-Rezeptor knock-out-M&usen
(ADO A,-k.0.) und Wildtypmausen (WT) ist konzentrationsabhangig. Dargestellt ist jeweils MW +
S.E.M aller Werte. Die Kurve zeigt den Hill-Fit Gber die Mittelwerte. Es bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen Wildtyp- und ADO A,-k.0.-Mausen (vgl. Tab. 3.36). Die EC,, liegt bei 5,8 nM
(WT Mause) bzw. bei 12 nM (A,-Rezeptor-k.o. Mausen).

3.5.2.2 ANG II-Wirkung auf [die intrazellulire Ca’*-Konzentration nach Blockade der
Adenosin A-Rezeptoren mit DPCPX in der afferenten Arteriole von CD-1 Mdusen
Gearbeitet wurde in HEPES-gepufferter physiologischer Salzlosung (Na-HEPES-PS). Die
verwendeten Tiere erhielten eine normale Kochsalzdidt. Das in Kap. 3.4.4.2 erklérte Dop-
pelstimulationsprotokoll wurde verwendet. Getestet wurden ebenfalls zur Kontrolle ANG II-

Doppelstimulationen (Minute 1 - 2 und 18 - 19). Vor und wahrend der zweiten ANG II-Gabe
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wurde wieder der Adenosin A ,-Rezeptorantagonist DPCPX, diesmal in einer Konzentration

von 1 uM, fiir 3 Minuten verabreicht.

Tab. 3.38 Erhéhung von [Ca®'], durch ANG II (3 nM) nach Blockade der Adenosin A -

Rezeptoren mit DPCPX (1 uM) in der afferenten Arteriole der Mausniere

Stimulation Versuchs- | basales | [Ca®], Peak 1 basales [Ca™]; Peak 2 | A [Ca®"],
anzahl n [Ca?] 1 (nM) [Ca®"], 2 (nM) (%)
(nM) (nM)
ANGII/ 4 51+10 33+10 57+8 30+9 98 +7
DPCPX + ANG II
ANGII/ ANG I 5 57+3 32+7 60+ 10 34+ 10 103 +9

Die basale [Ca*]; lag, alle Experimente zusammengefasst (n = 9), in dieser Experimentreihe
bei 54 + 4 nM. Ebenfalls alle Experimente zusammengefasst, erhohte eine erste ANG II-
Gabe [Ca®*], um 32 + 6 nM. Die zweite Anhebung von [Ca*']; betrug, bezogen auf die durch
erste ANG II-Applikation ausgeloste Erhéhung von [Ca®*],, 103 + 9 %. Nach Blockade des
Adenosin A,-Rezeptors durch DPCPX in einer Konzentration von 1 uM erfolgte durch
ANG II eine unverinderte Erhhung von [Ca?"], (n = 4). DPCPX hatte keinen Einfluss auf die
basale [Ca®"]..

Als Fazit kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse der beiden Versuchsansétze, sowohl
dem Vergleich der Ca®*-Antwort durch ANG II in Adenosin A -Rezeptor-knock-out Miusen
mit zugehorigen WT-Méusen als auch durch Block des endogenen Adenosin-Tonus durch
DPCPX, zeigen, dass die Erhhung von [Ca®], durch ANG II nicht durch eventuell vorhan-

denes endogenes Adenosin beeinflusst wird.
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3.6 Einfluss der Natrium-Protonen-Austauscher 1 und 2 (NHE1 und NHE?2)
auf den pH-Wert in reninsezernierenden Zellen der afferenten Arteriole

der Ratte
Sowohl in vivo als auch in vitro konnte gezeigt werden, dass Inhibition des Na'/H -Austau-
schers 2 (NHE2) eine Hemmung der Reninsekretion nach sich zieht (PD Dr. Vallon, Institut
fiir Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen, miindl. Mitteilung). Die Bedeutung des
NHEI1 sowie des NHE2 wurde in Kap. 1.3.1.6 erldutert. Wie in Kap. 1.3.1.6 besprochen,
fithrt eine Ansduerung der reninsezernierenden Zellen und der reninhaltigen Vesikeln zu
einer Steigerung, eine Alkalisierung zu einer Hemmung der Reninsekretion aus den reninse-
zernierenden Zellen der afferenten Arteriole. So war es von Interesse herauszufinden,
welchen Einfluss die Blockade des NHE2 durch einen relativ spezifischen Blocker (,,1522%
von Aventis, Abb. 3.35b) hat. ,,1522“ hemmt den NHE2 mit 13 héherer Potenz als den NHE1
(ICs, 0,4 vs. 5,2 uM, Aventis, nicht veroffentlicht). Zum Vergleich wurde auch der spezi-
fische NHE1-Blocker Cariporid (Abb. 3.35a) gepriift, der am NHE1 20 mal wirksamer ist als
am NHE2 (IC,, 0,08 vs. 1,6 uM; Scholz et al., 1995; Schwark et al., 1998). Die Substanzen

wurden zunéchst darauf untersucht, ob sie den pH-Wert in Ruhe beeinflussen.

a) b)
x CH,SO,H Struktur von ,,1522° wurde von
') Aventis nicht freigeben.
I N NH,
~ S =~
\\
O O NH

Abb. 3.35 Strukturformeln der NHE-Inhibitoren
a) Cariporid (NHE1) und
b) ,1522“ (NHE2)

3.6.1 Effekt des NHE2-Inhibitors ,,1522% und des NHE1-Inhibitors Cariporid auf den
intrazelluliiren pH-Wert in Ruhe
3.6.1.1 Einfluss von ,,1522" auf den pH-Wert in Ruhe

Zundchst wurde der Effekt von ,,1522" bei einer Konzenration von 5 uM (also 12x IC,, am

NHE2, ~IC,,am NHE1) auf den pH-Wert der reninsezernierenden Zellen in Ruhe untersucht.
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Glomerula mit anhdngender afferenter Arteriole wurden aus den Nieren kochsalzarm ernéhr-
ter Ratten isoliert wie in Kap. 2.2.1 beschrieben; die Farbung mit BCECF erfolgte wie in
Kap. 2.2.3.3 ausgefiihrt. Die Glomerulasuspension wurde in der Superfusionskammer
zundchst 7 Minuten mit der normalen HEPES-gepufferten physiologischen Kochsalzlosung
(Na-HEPES-PS) superfundiert. AnschlieBend erfolgte Superfusion mit,, 1522 (5 uM) (Abb.
3.36a). Als Kontrolle wurde mit dem Losungsmittel von ,,1522%, (0,01 % DMSO) durch-
stromt. Danach erfolgte eine Auswaschphase mit Na-HEPES-PS.

( Minute O - 7 HEPES-Puffer
Minute 7 - 14 ,»1522“-Losung
Minute 14 - 22 HEPES-Puffer )

Tab. 3.39 Einfluss von ,,1522 (5 uM) auf den pH-Wert der Zelle unter Ruhebedingungen

pH-Wert am Ende des

Messintervalls

Versuch Na - HEPES - PS 7,38 £0,08 (18) !
Na - HEPES - PS + 5 uM ,,1522" 7,28 £ 0,08 (18) Vxxx*
Differenz 0,10 £ 0,01 (18)2**x*

Kontrolle Na - HEPES - PS 7,36 0,07 (8)

Na - HEPES - PS + LM (0,01 % DMSO) 7,34 £ 0,08 (8)

Differenz 0,02 £ 0,01 (8)

D Ausgangs-pH-Wert und pH nach ,,1522“-Gabe gegeneinander p = 0,0001
? pH-Differenzen gegeneinander aus Versuch und Kontrolle p < 0,001

Die Messungen ergaben, dass 5 uM ,,1522% den intrazelluldren pH-Wert um 0,1 = 0,01 von
7,38+ 0,08 auf 7,28 £ 0,08 (n = 18) senkte (Abb. 3.36b). Dieser Unterschied war hochsignifi-
kant (p = 0,0001; nicht parametrischer U-Test von Mann-Whitney fiir gepaarte Messwerte).
Diese pH-Differenz war ebenfalls hochsignifikant gegeniiber der Losungsmittel-kontrolle
(p <0,001; nicht parametrischer U-Test von Mann-Whitney fiir nicht gepaarte Messwerte).
Hier kam es zu einer nicht-signifikanten (p > 0,05) pH-Erniedrigung von 0,02 + 0,01 pH-
Einheiten von 7,36 + 0,07 auf 7,34 + 0,08 (n = 8) (Abb. 3.36¢).



146 3. Ergebnisse
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Abb. 3.36 Einfluss des NHE2-Inhibitors ,,1522" auf den pH-Wert in reninsezernierenden Zellen

a) Wahrend der Gabe des NHE2-Inhibitors ,1522" (5 uM) (n = 18) sank der pH-Wert in der Zelle.
Bestimmt wurde die pH-Differenz zwischen dem mittleren pH-Wert der letzten Minute der Gabe der
Na-HEPES-PS (Zeit t0) und dem mittleren pH-Wert wahrend der letzten Minute der Gabe von ,1522"
(Zeit t7).

b) Der pH-Wert wahrend Gabe von ,1522" war hoch signifikant (p < 0,0001) verschieden vom
pH-Wert wahrend der vorherigen Na-HEPES-PS-Superfusion.

¢) Zur Kontrolle wurde mit einer entsprechenden Menge DMSO superfundiert (0,01 %; n = 8), da
,1522" in DMSO geldst vorlag. Der pH-Wert nahm auch hier geringfiigig ab, der Unterschied zwi-
schen dem pH-Wert wahrend der DMSO-Superfusion war jedoch nicht signifikant verschieden von
dem wahrend Superfusion mit Pufferlésung (p > 0,05).
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In den weiter vom Geféal3pol entfernt gelegenen Regionen der afferenten Arteriole, in denen
sich glatte Muskelzellen befinden, war diese Auswertung nur in wenigen Fillen moglich (n
= 5), da nur wenige Glomerula ein langes Gefd3 auswiesen. Die Ergebnisse deuten jedoch
darauf hin, dass es keinen Unterschied zwischen den reninhaltigen Zellen und den weiter
oben gelegenen glatten Muskelzellen gibt. Der NHE2-Inhibitor schien in beiden Regionen

gleich zu wirken.

3.6.1.2 Auswirkungen des NHEI-Inhibitors Cariporid auf den intrazelluldren pH-Wert in
Ruhe

Weiterhin war es von Interesse, auch die Auswirkungen des NHE1-Blockers Cariporid auf

den intrazelluldren pH-Wert zu untersuchen. Cariporid wurde in einer Konzentration von 1

uM eingesetzt. Die IC;, von Cariporid fiir die Hemmung des NHE1 liegt bei 0,08 uM (fiir die

Hemmung des NHE2 bei 1,6), so dass wie beim ,,1522 mit ca. dem 10fachen der IC,,

gearbeitet wurde. Es wurde wieder das unter Kap. 3.6.1.1 beschriebene Versuchsprotokoll

verwendet (Abb. 3.37a),

( Minute 0 - 7 HEPES-Puffer
Minute 7 - 14 Cariporid-Losung
Minute 14 - 22 HEPES-Puffer );

auch die Auswertung erfolgte identisch zur ,,1522“-Messung, wie unter Kap. 3.6.1.1 be-
schrieben.

Tab. 3.40 Einfluss von Cariporid (1 uM) auf den pH-Wert der Zelle unter Ruhebedingungen

pH-Wert am Ende des
Messintervalls
Versuch Na - HEPES - PS 7,42 +0,07 (17)V
Na - HEPES - PS + 1 pM Cariporid 7,17 £0,06 (17)D***
Differenz 0,25+ 0,02 (17)Y***
Kontrolle Na - HEPES - PS 7,41 £0,04 (13)
Na - HEPES - PS + LM (DMSO, 0,01%) 7,31 £0,04 (13)
Differenz 0,10 =£0,02 (13)”

) Ausgangs-pH-Wert und pH nach ,,1522-Gabe gegeneinander p = 0,001
? pH-Differenzen gegeneinander aus Versuch und Kontrolle p < 0,001
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Abb. 3.37 Einfluss des NHE1-Inhibitors Cariporid auf den pH-Wert in reninsezernierenden Zellen
a) Wahrend der Gabe von Cariporid (1 uM) (n = 17) sank der pH-Wert in der Zelle. Bestimmt wurde
die pH-Differenz zwischen dem mittleren pH-Wert der letzten Minute der Gabe der Na-HEPES-PS
(Zeit t0) und dem mittleren pH-Wert wahrend der letzten Minute der Gabe von Cariporid (Zeit t7).
b) Der pH-Wert wahrend Gabe von Cariporid war hoch signifikant (p < 0,0001) verschieden vom
pH-Wert wahrend der vorherigen Na-HEPES-PS-Perfusion.

¢) Zur Kontrolle wurde mit einer entsprechenden Menge DMSO superfundiert (0,01 %; n = 13), da
Cariporid in DMSO gel6st vorlag. Der pH-Wert nahm auch hier geringfligig ab, der Unterschied
zwischen dem pH-Wert wahrend der DMSO-Superfusion war jedoch nicht signifikant verschieden von
dem wahrend Superfusion mit Pufferlésung.

Auch 1 uM Cariporid senkt den intrazellularen pH-Wert hochsignifikant (p < 0,001; nicht
parametrischer U-Test von Mann-Whitney fiir gepaarte Messwerte) um 0,25 + 0,02 pH-
Einheiten von 7,42 + 0,07 auf 7,17 + 0,06 (n = 17) ab (Abb. 3.37b).

Diese Erniedrigung des pH-Wertes ist genau wie beim ,,1522* hochsignifikant gegentiber der
pH-Erniedrigung in den Losungsmittelkontrollen (p <0,001; nicht parametrischer U-Test von
Mann-Whitney fiir nicht gepaarte Messwerte). Die nicht-signifikante (p > 0,05) pH-Erniedri-
gung betrug hier 0,10 + 0,02 (n = 13), von 7,41 £ 0,04 auf 7,31 + 0,04 (Abb. 3.37¢).
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Die Ergebnisse scheinen zunichst auszusagen, dass beide NHEs zur Regulation des pH-
Wertes der reninsezernierenden Zellen (unter den hier gewéhlten experimentelle Bedingun-
gen) beitragen. Betrachtet man jedoch die verwendeten Konzentrationen genauer, so lasst
sich diese Schlussfolgerung nicht aufrecht erhalten. Die IC;, des Cariporid am NHE1 betragt
0,08 uM, am NHE2 betrégt sie 1,6 uM. Bei der verwendeten Konzentration von 1 uM konnte
auch der NHE2 gehemmt worden sein. Umgekehrt ist die IC;, von ,,1522* am NHE2 0,4 uM,
am NHE] ist sie 5,2 pM. Auch hier kdnnte die verwendete Konzentration von 5 uM auch am
NHE1 gewirkt haben. Aus diesen Griinden wurden weitere Experimente bei Konzentrationen

durchgefiihrt, in denen die Hemmstoffe jeweils nur auf ,,ihren* Transporter einwirken sollten.

3.6.1.3 Vergleich der Effekte des NHEI-Blockers Cariporid und des NHE2-Inhibitors
» 1522 auf den intrazelluldren pH-Wert

In dieser Versuchsreihe wurde Cariporid in einer Konzentration von 0,1 uM eingesetzt,

,»1522% in einer Konzentration von 0,5 uM. Diese Konzentrationen liegen im Bereich der

jeweiligen IC,,. Damit sollte ein hohere Spezifitit der Substanzen erreicht werden. Es wurde

folgendes Protokoll verwendet (Abb. 3.38a):

Minute 0— 7 Na-HEPES-PS
Minute 7-14 Cariporid 0,1 uM /,,1522% 0,5 uM
Minute 14-19 Na-HEPES-PS
Minute 19-26 »1522%0,5 uM / Cariporid 0,1 uM
Minute 2632 Na-HEPES-PS

Cariporid und ,,1522° wurden im Wechsel als erstes oder zweites gegeben (jeweils n = 11).
Zur Auswertung wurden dann zu folgenden Zeiten immer die Messwerte einer Minute (6
Werte) gemittelt (Abb. 3.38b):

zur ersten Minute (Beginn)

zu Minute 6,5 - 7,5 (Kontrolle 1)

zu Minute 13,5 - 14,5 (,,1522% / Cariporid 1)

zu Minute 18,5 - 19,5 (Kontrolle 2)

zu Minute 25,5 - 26,5 (,,1522 / Cariporid 2)
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Werden die Daten der jeweiligen Substanz (Cariporid, ,,1522%) wéhrend der ersten und der
zweiten Gabe gepoolt, so zeigt Cariporid mit 0,11 + 0,01 pH-Einheiten eine signifikant
(p < 0,05) stirkere (schnellere) Absenkung des intrazelluliren pH-Wertes als ,,1522% mit
0,06 = 0,01 pH-Einheiten (Abb. 3.38c).

Stellt man nicht den Vergleich der beiden Substanzen in den Vordergrund sondern unter-
sucht, ob beide Substanzen in dieser Konzentration iiberhaupt eine ansduernde Wirkung
haben, so ergibt sich, dass wihrend der ersten Gabe der beiden Substanzen Cariporid den pH-
Wert signifikant gegeniiber dem ersten Kontrollwert absenkt (p <0,05) (Abb. 3.38¢), ,,1522%
hingegen in dieser Konzentration keine signifikant ansduernde Wirkung mehr aufweist

(p>0,05).

Tab. 3.41 Vergleich der pH;-Erniedrigung durch Cariporid (0,1 uM) und ,,1522% (0,5 uM)

Beginn Kontrolle 1 Cariporid 1/ Kontrolle 2 Cariporid 2/ | Ende
,»1522¢ ,»1522¢

Cariporid | 7,81+0,1 | 7,77+0,09" | 7,66 0,07 " * | 7,7 0,08 7,60 £ 0,07 7,59 £0,07
vorne

,» 1522 7,64+0,1 | 7,60+0,1 7,55+0,1 7,52 +0,1 7,41 +£ 0,09 7,41 + 0,08
vorne

! Vergleich des ersten Kontrollwertes gegen den nach Gabe von Cariporid p < 0,05

3.6.2 Einfluss des NHE2-Blockers ,,1522% auf den pH-Wert nach Ansiuerung

In dieser Versuchsreihe wurde die Auswirkung des ,,1522 auf die Erholung der Zelle nach
vorheriger Ansduerung untersucht. Dazu wurde die Zelle zunédchst kurz mit NH,CI {iber-
stromt (Abb. 3.39) . Dabei tritt zunichst NH; in die Zelle ein und bindet dort Protonen um
NH," zu bilden, so dass die Zelle zunéchst rasch stark alkalisch wurde. Nach der Entfernung
von NH,Cl aus dem Superfusionsmedium verldsst NH; die Zelle unter Zuriicklassung von
Protonen; die Zelle wird rasch iiberschieBend sauer. Anschlieend realkalisiert die Zelle
langsam wieder auf den auf den urspriinglichen pH-Wert zuriick, der vor der Stérung ge-
herrscht hatte (Abb. 3.39). Hier sollte untersucht werden, ob diese Realkalisierung (= Relaxa-
tion) durch ,,1522% (5 uM) verzogert wurde oder abgeschwicht war.

Es wurde wieder ein Doppelstimulationsprotokoll verwendet (Abb. 3.39). Die Glomerula-
suspension wurde vorab fiir die Basislinie 3 Minuten mit Na-HEPES-PS perfundiert. Dann

erfolgte Superfusion mit einer 10 mM Losung NH,CIl fiir 1 Minute, anschlieend wieder mit
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Na-HEPES-PS (10 min), wahrenddessen die Relaxation unter Kontrollbedingungen stattfand
(interner Standard). Darauf folgte eine wieder 1 miniitige NH,Cl-Perfusion, nach der dann
6 Minuten die Lésung mit ,,1522 (5 uM) gegeben wurde (Abb. 3.39). Kontrollen wurden
wieder mit LM (0,01 % DMSO) durchgefiihrt.

Untersucht wurde die Geschwindigkeit der Realkalisierung mit und ohne ,,1522%. Bestimmt
wurde dazu der exponentielle Anstieg der Realkalisierung iiber die Exponentialfunktion, und
zwar vom Anstiegsbeginn iiber 5 Minuten (Abb. 3.39). Weiterhin wurde die Geschwindigkeit
der Realkalisierung des zweiten Pulses auf den ersten bezogen (Puls 2 / Puls 1) und es wurde

iiberpriift, ob es einen signifikanten Unterschied mit und ohne ,,1522 gibt.

Tab. 3.42 Einfluss von ,,1522* auf die Realkalisierungsgeschwindigkeit nach Ansduerung mit

NH,CI

Versuchs- | Realkalisierung Puls 1 Realkalisierung Puls 2 | Puls 2/ Puls 1
anzahl n (Anstiegs-geschwin- (Anstiegs-geschwin-
digkeit) digkeit)
NH,C1/ 11 0,413 + 0,042 0,273 +0,054 1 * 0,638 + 0,088 ? *
NH,Cl +,,1522%
NH,Cl1/ 10 0,38 + 0,049 0,451 £ 0,062 V * 1,314 +£0,253 2
NH,CI

"p<0,05 ?p<0,05

a) NH,” NH," b) NH,’ NH,’

140+ 10mM 10 mM 1204 10mMM 1omM

’ - - 115 "1522" 5 uM

1,35 :
2130 1,10 4
g 1.25 - 1,05 -
$1,20 1 1,00 -
E 1,15 4 0,95 -

1,10 4 0,90 -

1,05 “-r T T T T 0,85 r T T T T T T

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25 30
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 3.39 a) Zwei aufeinanderfolgende Gaben NH," bewirkten nach primarer Alkalisierung eine
UberschieRende Ansauerung, und anschlielend realkalisierte die Zelle wieder.
b) Die Realkalisierung erfolgte nach Gabe von ,1522" signifikant verzogert.
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Als Ergebnis bleibt festzuhalten, dass die Realkalisierung nach zweiter Gabe von NH,CI
beschleunigt ablduft, wihrend die Realkalisierung nach zweiter Gabe von NH,Cl mit ,,1522*
verlangsamt ablduft (Tab. 3.42). Auch hier besteht ein signifikanter (p < 0,05) Unterschied.

3.6.3 Messung des pH-Wertes in den reninhaltigen Vesikeln

Die bisherigen Ergebnisse deuten auf einen pH-Wert senkenden Effekt des NHE2-Inhibitors
hin, der allerdings wahrscheinlich nicht spezifisch fiir den NHE2 ist. Auch sollte eine Absen-
kung des intrazelluliren pH-Wertes eher eine reninsekretions-stimulierende als eine hem-
mende Wirkung haben (Fray und Laurens, 1981). In vivo und in vitro hat ,,1522* jedoch
nachgewiesenermallen eine reninsekretions-hemmende Wirkung (PD Dr. Vallon, Institut fiir
Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen, miindl. Mitteilung). Wie unter Kap. 1.1 und Kap.
1.3.1.6 beschrieben, herrscht in den reninhaltigen Vesikeln mit einem pH-Wert von 5,5 ein
stirker saurer pH-Wert als im Cytoplasma (pH 7,3). Man kdnnte spekulieren dass der NHE2,
falls er in in der in der Membran der Reningranula lokalisiert ist, zur Aufrechterhaltung
dieses pH-Unterschiedes beitragen konnte. Blockade des NHE2 kénnte dann den pH-Wert in
den Granula dndern und evtl. zu einer Alkalisierung des pH-Wertes in den Vesikeln fiihren.
Damit lieBe sich dann die beobachtete Hemmung der Reninsekretion durch ,,1522° erkléren.
Um diese Hypothese zu testen, sollte in einem weiteren Ansatz der pH-Wert in den reninhal-
tigen Vesikeln mit dem Fluoreszenzfarbstoff LysoSensor Green DND-189 gemessen werden
(Kap. 2.2.3.4). Es wurde versucht, eine pH-Wert-Anderung nach Blockade des NHE2 unter
Ruhebedingungen zu messen (n = 13; Abb. 3.40). Allerdings konnte kein stabiles pH-Niveau

erreicht und kein Einfluss von ,,1522* auf den intravesikuldren pH-Wert festgestellt werden.

Abb. 3.40 Einfluss von ,1522" auf den

100 - & pH-Wert in den reninhaltigen Vesikeln.
Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Lyso-
_ 901 Sensor Green, der Anderungen des
o 80 - pH-Wertes in sauren Kompartimenten an-
2 zeigt, konnte kein stabiles pH-Niveau und
2 70 - auch kein Einfluss des NHEZ2-Inhibitors
- 60 A ,1522" auf den pH-Wert in den reninhaltigen
Vesikeln im distalen Teil der afferenten Arte-
50 - riole festgestellt werden.
40 -r T T T T T
0 5 10 15 20 25

Zeit (min)
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Vorbemerkungen

4.1.1 Absolute Werte der intrazelluliren Ca**-Konzentration

Die Werte fiir [Ca®"],, die unter Ruhebedingungen gemessen wurden, schwanken und sind in
den verschiedenen Messreihen sehr unterschiedlich. Dies wird auf die Kalibrierung der
Anlage zuriickgefiihrt.

Im Einklang mit Ergebnissen von Carmines et al. (1993) an renalen Arteriolen des Kanin-
chens konnte Rauch (2000) zeigen, dass eine intrazellulire Kalibrierung der Zellen nicht
moglich ist. Fiir eine intrazelluldre Kalibrierung muss ein Austausch zwischen dem intra- und
extrazellulidren Ca**-Pool stattfinden. Um dies zu erreichen, wurden Ionomycin (Ca**-Iono-
phor), CCCP (Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon, Inhibitor der mitochondrialen Ca*'-
Aufnahme) und Rotenon (Inhibitor des mitochondrialen Elektronentransports mit der Folge
einer Hemmung des ATP-Transports) gleichzeitig auf die Zellen gegeben. Dadurch sollte
zum einen eine stark erhohte Permeabilitit der Membran fiir Ca®* und zum anderen eine stark
gehemmte Aufnahme von Ca*" in die intrazelluliren Speicher erreicht werden, so dass der
Austausch zwischen intra- und extrazellulirem Ca**-Pool erleichtert sein miisste. Aber auch
bei dieser gleichzeitigen Anwendung der drei Substanzen sind die Zellen immer noch in der
Lage, [Ca’], zu regulieren.

So ist eine intrazelluldre Kalibrierung fiir intakte Zellen aufgrund der Zelleigenschaften
nahezu unmdglich und es muss eine zellfreie Kalibrierung durchgefiihrt werden, die den
spezifischen Gegebenheiten in intakten Zellen (Kompartimentierung des Ca** in Zellorganel-
len usw.) nicht Rechnung trégt.

Hinzu kommt noch ein weitere Beobachtung. Sowohl die in Ruhe herrschende cytoplas-
matische Ca*"-Konzentration als auch die Erhhung von [Ca®*]; nach ANG II-Stimulation
(3 nM) nahm mit der Zeit ab. Zu Beginn meiner Arbeit (2000) lag das basale [Ca*'], im
Durchschnitt bei 80 - 90 nM und die Ca**-Antwort auf ANG II-Stimulation betrug zwischen
60 - 70 nM. Spiter (im Jahr 2002) lag [Ca®*]. unter Ruhebedingungen bei 40 - 60 nM und die
Erhéhung von [Ca*"], durch ANG II-Stimulation (3 nM) lag im Durchschnitt bei ~ 40 - 50
nM. Rauch (2000) fand am selben Priiparat basale Ca**-Werte, die zwischen 90 - 130 nM
lagen. In glatten Muskelzellen von priglomeruliren Gefillen der Ratte fanden Zhu und

Arendshorst (1996) unter Ruhebedingungen eine cytoplasmatische Ca’**-Konzentration von
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50 nM, Fellner und Arendshorst (1999) fanden hier eine [Ca*']; von 130 nM. Bei Carmines
et al. (1993) lag [Ca**]; unter Ruhebedingungen in Arteriolen des Kaninchens bei 155 - 188
nM, bei Gonzales et al. (1992) lag sie bei 170 nM (afferente Arteriole, Kaninchen). Die
absoluten Werte fiir die basale [Ca*"], und den Effekt fiir ANG II sind deshalb mit Vorbehalt

zu betrachten.

4.1.2 Charakterisierung der untersuchten Zellen

Wie in Kap. 2.2.3.1 und Abb. 2.2 ausfiihrlich dargestellt, wurde die Ca**-Fluoreszenz im
distalen Teil der afferenten Arteriole nahe dem Eintritt in das Glomerulum gemessen. Dieser
als ROI in Abb. 2.2 dargestellte Bereich umfasste in proximaler Richtung gesehen 4 bis max.
6 Zellen. Es wurde in den meisten Féllen mit kochsalzarm ernidhrten Ratten gearbeitet, da
aufgrund der kochsalzarmen Erndhrung der Ratten das RAAS stark stimuliert (Kap. 1.2, 3)
und der Renin-positive Bereich stark ausgedehnt ist (Kap. 1.2, Rauch 2000). Rauch (2000)
konnte zeigen, dass 93,5 % aller afferenten Arteriolen aus kochsalzarm erndhrten Ratten
reninsezernierende Zellen bis zu einer Entfernung von 20 um proximal vom Gefa3pol und
21 % bis zu einer Entfernung von 30 um besitzen. In dem ausgewéhlten Messfenster sollten
also bevorzugt reninsezernierende Zellen zu finden sein.

Weiterhin wurden bevorzugt solche Zellen ausgewahlt, die sich aufgrund ihrer abgerundeten,
plumpen Form, die fiir reninsezernierende Zellen typisch ist, sichtbar vom spindelférmigen
Zelltyp glatter Muskelzellen unterschieden (Gattone et al., 1984; Biihrle et al., 1985; Ha-
ckenthal et al., 1990; Kap. 1.2). Es ist zwar denkbar, dass die Methode der enzymatischen
Priparation Auswirkungen auf die Morphologie der Zellen hat, jedoch waren beide Zelltypen
meistens deutlich von einander zu unterscheiden.

Die reninsezernierenden Zellen sind jedoch mit glatten Muskelzellen, Endothelzellen und
extraglomeruldren Mesangiumzellen {iber gap junctions verbunden (Forssman und Taugner,
1977, zitiert in Lorenz et al., 1993; Taugner et al., 1984), so dass auch nicht direkt in der ROI
liegende Zellen das beobachtete Signal mit beeinflussen bzw. nicht RSZ innerhalb der ROI
kein grundsitzlich abweichendes Verhalten in Bezug auf [Ca®"]; zeigen konnen.

Diese Dinge sind zu beachten, wenn in dieser Arbeit von RSZ gesprochen wird.
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4.2  Erhohung der intrazelluliren Ca**-Konzentration durch ANG II

Wie in Kap. 1.3.2.1 beschrieben, hemmt ANG II die Reninsekretion sowohl in vivo als auch
in vitro (Vander und Geelhoed, 1965; Naftilan und Oparil, 1978; Scholz et al., 1991; Uber-
sicht: Hackenthal et al., 1990). Der ANG II AT,-Rezeptor, iiber den ANG II seine reninsekre-
tionshemmende Wirkung entfaltet (Kakinuma et al., 1993; Chatziantoniou et al., 1994), ist
ein G-Protein gekoppelter Rezeptor aus der G,/G,,-Familie. Uber PLC und IP, fiihrt seine
Aktivierung zu einem transienten Anstieg von [Ca*"], (Peak-Phase) (Griendling et al., 1989,
zitiert in Timmermanns et al., 1993), der aus der Freisetzung von Ca®" aus IP,-sensitiven
intrazelluliren Ca*'-Speichern resultiert. Dem transienten Ca**-Anstieg folgt ein Einstrom

von Ca?" aus dem Extrazelluldrraum (Plateau-Phase) (Kurtz und Penner, 1989).

Konzentrationsabhingigkeit des ANG II Effektes:

Die hier vorgestellten Ergebnisse aus Messungen von [Ca*']; mit Hilfe des Ca*"-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2 zeigten, dass sowohl in den reninsezernierenden Zellen im
distalen Teil der afferenten Arteriole der Ratte (Kap. 3.1) als auch der Maus (Kap. 3.5)
ANG I einen Anstieg von [Ca*'];bewirkte. Da der Anstieg von [Ca*"]; bei der Maus durch
Losartan, einem ANG II AT,-Antagonisten, zu hemmen war (Kap. 3.5.1.1), ist zumindest
hier eindeutig belegt, dass dieser Anstieg durch ANG II AT,-Rezeptoren vermittelt wird. Der
mit ANG II (3 nM) erhaltene Anstieg von [Ca’']; war reversibel und lieB sich nach einer
Ruhe-Phase mehrfach hintereinander auslésen (Kap. 3.1.1, 3.4.3.2.1).

Der durch ANG II hervorgerufene Ca**-Anstieg war, wie in Kap. 3.5.2.1 an der Maus gezeigt
werden konnte, konzentrationsabhdngig. Die ermittelte EC,, liegt bei 5,8 nM und steht damit
im Einklang mit Werten aus der Literatur. So findet man Werte von 3 nM gemessen in
Ratten-Podocyten (Henger et al., 1997), 18 nM gemessen in Monocyten aus der Pfortader der
Ratte (Morel et al., 1996) und 11 nM in reninsezernierenden Zellen der Ratte (Rauch, 2000).
Es sei noch darauf hingewiesen, dass zur Auswertung der Konzentrationsabhéngigkeit die
Hohe des Ca®'-Anstiegs benutzt wurde. Die Hohe des Anstiegs gibt v.a. den Beitrag der
Entleerung der intrazelluldren Speicher wieder. Die Auswertung der AUC hétte sowohl den
Beitrag der Entleerung der Speicher als auch des Ca**-Influx Rechnung getragen. Die AUC
ist jedoch bei hoheren ANG-Konzentrationen oft schwer zu bestimmen, da der Effekt haufig

nur sehr langsam abfillt und die Basislinie (BL) wenn liberhaupt erst spit wieder erreicht
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wird (Abb. 3.35a). Die gro3en Unsicherheiten bei der Extrapolation der BL {iber lange Zeiten
haben die Wahl der Peakhohe in diesem Fall als besser bestimmbaren Parameter nahegelegt,
obwohl sie in ihrer physiologischen Bedeutung eingeschréinkter ist. Qualitativ deuten die
vorhandenen Daten darauf hin, dass bei der Auswertung der AUC die Konzentrations-

Wirkungskurve nach rechts verschoben ist.

Peak und Plateau vs. Speicherentleerung und Ca**-Influx:

Wie bei allen Ca*'-freisetzenden Agonisten geht auch bei ANG II die beobachtete Ca*'-
Erhéhung auf zwei Vorginge zuriick, die Entleerung der Speicher und den Ca**-Influx. Diese
beiden Prozesse spiegeln sich im wesentlichen jeweils in der Peak- und der Plateau-Phase des
Ca’"-Transienten wieder. Aufgrund der kurzen Stimulationsdauer (1 min) ist in unseren
Versuchen bei ANG II-Konzentrationen von bis zu 10 uM eine eigentliche Plateau-Phase
hiufig nicht zu erkennen (s. z. B. Abb. 3.2b bzw. 3.3a). allerdings kann man davon ausgehen,
dass das verzogerte Abfallen des Transienten stark durch den Ca**-Einstrom gepriigt wird
(Abb. 3.35a). Die Experimente zum Erfassen der beiden Prozesse wurden bei einer ANG II-
Konzentration von 3 nM durchgefiihrt, um das Doppelstimulationsprotokoll anwenden zu
konnen (Kap 3.1; Abb. 3.1); bei hoherer Agonistenkonzentration tritt Tachyphylaxie auf.
Zum Trennen der beiden Prozesse (Speicherentleerung vs. Ca**-Einstrom) wurden drei
experimentelle Ansétze verfolgt:

a) Stimulation in Ca*'-freier Losung

b) Stimulation nach Kanalblockade

¢) Stimulation nach Entleerung der Speicher durch SERCA-Inhibitoren.

Die Ergebnisse sind in Abb. 4.1 zusammengefasst

a) Stimulation in Ca**-freier Losung

Dem hierzu verwendeten 0 nM Ca**-Puffer wurde nicht nur kein Ca** zugegeben, ihm ist
auch 5 mM EGTA zugesetzt, welches Spuren von Ca**-Ionen hochaffin komplexiert. Der
Ca*"-Gradient sollte dadurch nicht mehr einwiirts gerichtet sein und folglich einen Einstrom
von Ca?" verhindern. Wurden die Zellen mit diesem Puffer superfundiert, so kam es zu einem
Abfall von [Ca?'], (Kap. 3.2.4.1, Abb. 3.12). Diese direkte Korrelation wurde bereits von

Taniguchi et al. (1989) fiir Zellen der Sammelrohre und Tubuluszellen, von Kurtz und Penner
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Abb. 4.1 Beitrag von Ca*" aus dem Extrazelluldrraum und den intrazelluldren Speichern zur ANG ||
(3 nM) induzierten Erhéhung von [Ca®'],. Es wurde das Doppelstimulationsprotokoll mit ANG Il (3 nM)
angewandt. Vor der zweiten Stimulation wurden die Bedingungen geandert wie angegeben und die
AUC, auf die AUC, bezogen. Die Daten sind korrigiert fur die Verkleinerung der AUC, unter Kontroll-
bedingungen (AUC, (Kontrolle) = 93 + 5 % AUC1, n = 5). Signifikanzen sind angegeben.

(1989) in juxtaglomeruldren Zellen der Maus und von Salomonsson et al. (1991) fiir Macula
Densa Zellen und Tubuluszellen der Henle schen Schleife und von Rauch (2000) fiir reninse-
zernierende Zellen der Ratte beschrieben. Das bedeutet, dass die auswirts Ca®*-Permeabilitit
dieser Zellen in Ruhe hoch ist (vgl. auch Kap. 3.2.5.1.3 und 4.3.2¢: Anstieg von [Ca*"], durch
Erhéhung von [Ca®*],).

Eine anschlieBende Stimulation mit ANG II (3 nM) rief eine regelméBige, aber stark ver-
kleinerte Ca*"-Antwort hervor. ANG II konnte eine Erhéhung von [Ca®']; durch Freisetzung
von Ca?" aus den Speichern bewirken, die sog. Peak-Phase war also noch vorhan-den. Die
Antwortverkleinerung zeigt, dass der Freisetzung von Ca*" aus den Speichern normalerweise
ein Einstrom von Ca’" aus dem Extrazellulirraum folgen wiirde, der in Ca*-freiem Medium
jedoch nicht erfolgen kann. Quantitativ (nach Tab. 3.10, AUC-Werte) betrigt die Grofe des
Peaks in Ca**-freiem Medium bezogen auf einen zweiten Peak in Ca**-haltigem Medium 44
+7 % (AUC in Ca**-freiem Medium: 41 + 6 % vs. AUC in Ca**-haltigem Medium 93 + 5 %).

Unter der Annahme, dass sich in der kurzen Uberstrémungszeit (3 min) mit Ca*'-freier
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Losung die Speicher noch nicht wesentlich entleert haben, ldsst sich folgern, dass bei Stimu-
lation mit ANG II (3 nM) die Entleerung der Speicher 44 % und der Ca**-Einstrom 56 % zum
Ca’"-Transienten beitragen.

(Unter Beriicksichtigung der Peakhohe als Parameter hitte sich fiir den Beitrag der Speicher
ein Wert von 65 £ 10 % (Fliche in Ca**-freiem Medium: 59 + 8 % vs. Fliche in Ca**-halti-
gem Medium 91 + 6 %) ergeben, was zeigt, dass die Peakhohe den Beitrag der Speicher

wahr-scheinlich {iberschitzt.)

b) Stimulation nach Kanalblockade

Es wurden drei Kanalblocker untersucht, der Ca,1.1-Blocker Isradipin (100 M) und die
SOCC-Inhibitoren 2-APB (30 uM) und Gd** (50 uM).

Ca,.l:

Die Experimente in dieser Arbeit zeigen, dass der Einstrom von Ca**, der durch 3 x 10° M
ANG II hervorgerufen wird, nicht durch spannungsaktivierte Ca**-Kanile erfolgt (Abb. 4.1).
Die Blockade dieser Kanile mit Isradipin, einem Antagonisten spannungsaktivierter Ca*'-
Kanéle vom L-Typ, hatte keinen Einfluss auf die durch ANG II ausgeldste Erhhung von
[Ca®], (Kap. 3.2.4.2), obwohl ANG II in der hier verwendeten Konzentration von 3 nM zu
einer Membrandepolarisation fiihrt (Kap. 3.2.3.2). Fiir K" ist nachgewiesen, dass Depolarisa-
tion glatter Muskelzellen mit K™ zu einem Einstrom von Ca®" aus dem Extrazellulirraum
fithrt (Somlyo und Himpens, 1989). Gleiches konnte Rauch (2000) fiir reninsezernierende
Zellen der Ratte und Salomonsson et al. (1997) fiir die afferente Arteriole des Kaninchens
zeigen. Am gleichen System konnte Rauch (2000) ebenfalls nachweisen, dass Isradipin die
Erhéhung von [Ca®"],, die durch K" ausgeldst wird, hemmt. Hier durchgefiihrte Kontroll-
experimente mit K™ (60 mM) zeigen, dass die so ausgeldste Erhohung von [Ca*"]; durch
Isradipin vollstdndig zu verhindern war. Diese Kontrollexperimente deuten darauf hin, dass
der Anstieg von [Ca?*], auf jeden Fall mit Isradipin zu verhindern gewesen wiire, wenn er in
dem untersuchten System auf spannungsaktivierten Ca**-Kanilen beruhen wiirde.

Die Ergebnisse stehen im Einklang mit Kurtz und Penner (1989), die mit Hilfe elektrophysio-
logischer Messungen keine spannungsaktivierten Ca**-Kanile vom L-Typ (VOCCs, Ca,1.x)

nachweisen konnten und daher vermuteten, dass der Einstrom von Ca*" {iber eine unspezi-

fische Kationenleitfdahigkeit erfolgt. Die Ergebnisse sind hingegen nicht im Einklang mit
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Kornfeld et al. (1997), die die Ca*-Antwort von 10®* M ANG II durch Nifedipin, einem
Antagonisten spannungsaktivierter L-Typ Ca*-Kanile im distalen Teil der afferenten
Arteriole verhindern konnten. Auch Loutzenhiser und Loutzenhiser, die an der afferenten
Arteriole mit einer ANG II-Konzentration von 10® M arbeiteten (2000) und Purdy und
Arendshorst, die ANG 1I in einer Konzentration von 107 M an isolierten glatten Muskel-
zellen der afferenten Arteriole einsetzten (2001), konnten mit Nifedipin bei vorhandener,
aber verkleinerter Peak-Phase die Plateau-Phase der ANG II-Antwort verhindern.

SOCCs:

In der vorliegenden Arbeit fiihrte die Blockade speicheraktivierter Ca*-Kanéle durch 2-APB
(2-Aminoethoxyphenylborat, 30 uM) oder Gd** (50 uM) zur Abnahme des Anstiegs von
[Ca®], durch ANG II (3 nM) (Abb. 4.1, Kap. 3.2.4.3, Abb. 3.14c, d). Quantitativ betriigt hier
die GroBe der Erhéhung von [Ca®"]; fiir Blockade der SOCCs mit 2-APB 87 £ 19 % bezogen
auf den zweiten unbehandelten Peak (81 £ 18 % vs. 93 £ 5 %). Mit Gd** kommt es zu einer
PeakfldchengroBe von 67 £4 % (62 £2 % vs. 93 £ 5 %).

Man sieht, dass 2-APB die Ca**-Antwort nicht signifikant verkleinert, Gd’* demgegeniiber zu
einer signifikanten Abnahme des Ca*'-Effektes fiihrt. Beide Inhibitoren bewirken eine
geringere Abnahme der Erhéhung von [Ca®']; als sie in Ca**-freiem Medium erhalten wird.
Das bedeutet, dass die beiden SOOCs-Inhibitoren unterschiedlich effektiv wirken und auch
Gd*" nur eine partielle Blockade bewirkt. Der deutlich geringere Effekt der SOCCs-Inhibito-
ren im Vergleich zu der Ca2+-freien Losung konnte aber auch auf eine doch schon bedeuten-
de Entleerung der Ca**-Speicher in letzterem Fall hindeuten.

In den Abbildungen 3.14c, d in Kap. 3.2.4.3 und Tab. 3.12 sieht es so aus, als ob die Peak-
Phase durch Blockade der SOCCs von einer Abnahme der Erhohung von [Ca®"); stirker
betroffen ist als die Plateau-Phase (2-APB: Peakh6he bezogen auf unbehandelten zweiten
ANG-Peak: 76 + 9 % vs. Peakflidche: 87 + 19 %; Gd**: Peak-Hohe: 52 + 5 % vs. Peakfliche:
67 =4 %).

Das wird jedoch darauf zuriickgefiihrt, dass das verwendete System aus vielen Zellen besteht
und in die vermeintliche Peak-Phase auch bereits die Plateau-Phase der Erhhung von [Ca®'],
mit eingeht, bzw. umgekehrt in der Plateau-Phase noch die Peakphase zu finden ist. Einige

Zellen reagieren schneller auf Stimulation mit ANG II als andere. Bei einigen erfolgt bereits
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der Einstrom von Ca** aus dem Extrazelluldrraum, wihrend bei anderen gerade Ca?* aus dem
SR freigesetzt wird.

Nach der gefundenen partiellen Blockade der SOCCs mit 2-APB und Gd** ist dies nur noch
begrenzt moglich, man hat nur noch eine Erh6hung von [Ca*"],, die hauptséichlich auf Freiset-
zung von Ca*" aus dem SR beruhen kann.

Aus den Literaturdaten, den Ergebnissen in Ca**-freiem Medium und mit Isradipin und der
Tatsache, dass 2-APB und Gd** Inhibitoren der SOCCs sind, ldsst sich aber der Schluss
ziehen, dass der gefundene Anstieg von [Ca*"], durch ANG II nach Gabe von 2-APB und
Gd*" auf Speicherentleerung beruht und der Einstrom von Ca*" aus dem Extrazelluldrraum
vermindert ist.

Die Anwesenheit von SOCCs in reninsezernierenden Zellen wurde von Schweda et al. (2000)
gezeigt (Kap. 1.3.1.1). Wie auch bei Fellner und Arendshorst (1999) beschrieben, fiihrte
Applikation von Inhibitoren der sarkoplasmatischen Ca?*-ATPase CPA (Cyclopiazonsiure)
und Thapsigargin zur Erhéhung von [Ca®]; (Kap. 3.2.5), was ebenfalls auf Anwesenheit der
SOCCs hindeutet. Bei den Experimenten von Fellner und Arendshorst (1999) war dieser

Anstieg durch Entfernen von extrazelluldrem Ca** verkleinert, so dass nach ihren Messungen

SOCCs in den glatten Muskelzellen der afferenten Arteriole vorhanden sind.

¢) Stimulation nach Entleerung der Speicher durch SERCA-Inhibitoren

Aus Versuchen mit den SERCA-Inhibitoren Thapsigargin (1uM/100 nM) und CPA (10 pM)
geht hervor, dass auch nach Hemmung der sarkolemmalen Ca**-ATPase weiterhin eine kleine
Ca®"-Antwort erhalten werden kann. Allerdings war sie im Falle des Thapsigargins sehr
gering und wurde auch nicht jedesmal beobachtet; sie hingt offensichtlich davon ab, wie
vollstindig die SERCA-Inhibition ist (Tab. 3.13). Thapsigargin und CPA erhdhen [Ca®'],,
was zum einen auf der Freisetzung von Ca*" aus den Speichern beruht und zum anderen auf
dem Ca?*-Einstrom aus dem Extrazelluldrraum durch die SOCCs, die durch die Speicherent-
leerung aktiviert werden. Dies gilt auch an der afferenten Arteriole der Rattenniere (Fellner
und Arendshorst, 1999).

Ist, wie bei den meisten Experimenten mit Thapsigargin, die Entleerung der Speicher voll-
standig und die SOCC-Aktivierung damit auch maximal, so kann ANG II, das bei einer

Konzentration von 3 nM die beiden Prozesse nur partiell aktiviert, nichts mehr ausrichten; es
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gibt kein Signal. Ist hingegen, wie bei einigen Thapsigargin- und allen CPA-Experimenten,
die Entleerung der Speicher und die Aktivierung der SOCCs nur partiell, so kann ANG II (3
nM) die Speicher jetzt zusitzlich entleeren und die SOCCs weiter aktivieren und ein Ca*'-
Transient entsteht. Dies erklirt den Befund, dass je schwiicher der Ca*-Anstieg nach
SERCA-Hemmung (also je unvollstindiger die Hemmung) desto gréBer die Antwort auf
ANG Il ist (Tab. 3.13).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass

1. der durch ANG II (3 nM) hervorgerufene Ca**-Transient zu ~40 % auf Ca**-Freisetzung
aus Speichern und 60 % aus Ca*"-Einstrom besteht

2. der Ca**-Einstrom nicht durch Dihydropyridin-empfindliche spannungsabhingige Ca*'-
Kanile vermittelt wird und

3. dass die Kationenkanile, durch die der Ca*"-Einstrom erfolgt, hochstwahrscheinlich
SOCCs sind, die kaum 2-APB und nur partiell Gd**-empfindlich sind.

Die Signalkette des ANG II-vermittelten Ca**-Anstiegs stellt sich damit folgendermaRen dar:
Die Bindung von ANG II an den ANG II AT,-Rezeptor aktiviert die PLC, was zur Bildung
von IP, fiihrt und dariiber zur Freisetzung von Ca*" aus intrazelluldren Speichern. Die
Entleerung der Speicher bewirkt eine Aktivierung speicheraktivierter Ca**-Kanile, durch die
es zum Einstrom von Ca’" in die reninsezernierenden Zellen und somit zu einer weiteren
Erhohung von [Ca*"], kommt. Auch konnte, wie von Ma et al. (2000) beschrieben, IP,
ebenfalls direkt an der Aktivierung der SOCCs beteiligt sein. Eine weitere Moglichkeit wére,
dass das bei der Spaltung von PIP, in IP; und DAG gebildete DAG die SOCCs zusitzlich

aktiviert, wie es von Albert und Large (2002) fiir Noradrenalin vorgeschlagen wurde.

4.3  Einfluss von cAMP auf [Ca*'], in reninsezernierenden Zellen

4.3.1 Effekt von cAMP auf [Ca’'], in reninsezernierenden Zellen von Ratten und
Miusen sowie in glatten Muskelzellen verschiedener Gefifle der Ratte

a) Pharmakologische Charakterisierung der Erhohung von [Ca**], durch cAMP

cAMP stellt einen wichtigen stimulierenden sekundédren Botenstoff fiir die Reninsekretion

aus reninsezernierenden Zellen dar (Kap. 1.3.1.3; Ubersichten: Keeton and Campbell, 1981;

Churchill, 1985). Die Reninsekretion und [Ca*]; sind invers miteinander verkniipft (,,Calci-

umparadox*‘; Kapitel 1.3.1.1; Ubersicht : Churchill, 1985). Man kénnte daher spekulieren,
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dass wie im glatten Muskel, cAMP-Erhdhung [Ca®']; erniedrigt und iiber diesen Mecha-
nismus die Reninsekretion fordert. Daher stellte die urspriingliche Beobachtung, dass Perfusi-
on mit Forskolin und IBMX, alleine und in Kombination, zur Erhéhung von [Ca*']; in
reinsezernierenden Zellen der Ratte fiihrt (Kap. 3.2.1.1, 3.2.1.2.1, Abb. 4.2), eine grof3e
Uberraschung dar. Dieser Befund wurde zunichst pharmakologisch auf verschiedenen
Wegen abgesichert.

Da Forskolin in der verwendeten Konzentration (10 uM) auch fiir weitere Effekte verant-
wortlich ist, unter anderem einen blockierenden Einfluss auf verschiedene K*-Kanile ausiibt
(Laurenza et al., 1989; Kessler et al., 1997), wurde die cAMP-Konzentration durch Isoprena-
lin (0,1 - 1 uM) allein und in Kombination mit IBMX (100 uM) in der Zelle angehoben. Die
in Kap. 3.2.1.2.1 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass in den reninsezernie-renden Zellen der
afferenten Arteriole der kochsalzarm erndhrten Ratten, wie sie hier verwendet wurden, die
Stimulation der B,-Rezeptoren mit Isoprenalin zu einer Erhéhung von [Ca®']; fiihrte (Abb.
3.3). Da dieser Anstieg von [Ca*"]; durch den Zusatz des Phospho-diesteraseinhibitors IBMX
gesteigert werden konnte, ist es wahrscheinlich, dass dieser durch B,-Stimulation ausgeloste
Effekt auf der Erhohung der cAMP-Konzentration beruht. Isoprenalin ist in der relativ hohen
Konzentration von 1 uM in der Lage, auch a-Rezeptoren zu aktivieren. Der hier durch
Isoprenalinstimulation gezeigte Ca®"-Effekt ist aber eindeutig auf B-Rezptorstimulation
zurlickzufiihren, da er mit dem B-Adrenozeptorantagonisten Propranolol zu verhindern war,
nicht aber durch den Zusatz des a-Adrenozeptorinhibitors Prazosin (Kap. 3.2.1.2.2).

Auch die Gabe von membrangéingigem db-cAMP (dibutyryl-cAMP) fiihrte zu einer Erho-
hung der cytosolischen Ca**-Konzentration (Kap. 3.2.1.3; Abb. 4.2). Es kann demzufolge
davon ausgegangen werden, dass der beobachtete Anstieg von [Ca*"]; nach Gabe von Fors-
kolin, IBMX und Isoprenalin tatsdchlich durch die Erhohung der cytosolischen cAMP-
Konzentration vermittelt wird. Der Anstieg von [Ca*'], durch db-cAMP erfolgt zwar wesent-
lich langsamer als durch Isoprenalin, was jedoch damit erklirt werden kann, dass db-cAMP
erst durch die Membran treten muss. Isoprenalin iibt demgegeniiber einen membranrezeptor-
vermittelten Effekt aus.

Die durch alle vier verwendeten Substanzen ausgeldste Erhdhung von [Ca*'], lag immer in
der gleichen Groflenordnung zwischen 10 und 20 nM (Abb. 4.2) und schwankte zwischen 30
bis 100 % der Antwort auf ANG II (3 nM). Eine Verstiarkung des Stimulus bewirkte kaum
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eine VergrofBerung der Antwort, erhdhte aber die Haufigkeit der Antwort. Nach der Stimula-
tion mit cAMP-konzentrations-erh6henden Substanzen reagierte nicht jedes untersuchte
GefdB mit einer Erhohung von [Ca*'],, die Antworthdufigkeit lag bei 50 - 100 %. Durch
Konzentrationserhohung der jeweiligen Stimulatoren konnte aber eine Verbesserung der
Antwortfrequenz erreicht werden (Abb. 4.2), die bei der Standardstimulation (1 uM Isoprena-
lin + 100 pM IBMX fiir 3 min) bei 80 % lag.

Die cytosolische cAMP-Konzentration in Ruhe und nach Stimulation wurde in dieser Arbeit
nicht bestimmt; solche Messungen sind aber von anderen Gruppen durchgefiihrt worden. So
fanden Kurtz et al. (1984) in isolierten reninsezernierenden Zellen der Ratte in Kultur, dass
Stimulation mit Isoprenalin (10 pM, 2 min) die cAMP-Konzentration verdoppelt, Forskolin
sie verzehnfacht. Friis et al. (2002) zeigten in derselben Prédparation, dass Stimulation mit 1
uM Forskolin allein fiir 10 min den cAMP-Gehalt der Zellen vervierfacht und Kombination
mit Trequensin (spezifischer PDE3-Hemmstoff) verfiinffacht. Man kann also davon ausge-
hen, dass die hier gewihlte Standardstimulation den cAMP-Gehalt um das 2-5-fache steigert,
also keine exzessive Steigerung hervorruft.

Der wichtigste cAMP-Rezeptor in der Zelle ist die PKA. So wird die Wirkung von cAMP
meistens iiber Aktivierung der PKA vermittelt, die dann im Weiteren bestimmte Proteine
phosphoryliert, sog. sekunddre Regulatoren, die anschlieend die biologische Wirkung
auslosen. In diesem Fall aber scheint die PKA nicht allein oder vielleicht sogar tiberhaupt
nicht an der Erhéhung von [Ca?*], durch cAMP beteiligt zu sein. Eine Blockade der PK A mit
dem spezifischen Inhibitor H89 (10 uM) hatte keinen Einfluss auf die Hoéhe der durch cAMP-
Erhéhung ausgeldsten Steigerung von [Ca*'],, jedoch ist die Flidche der Antwort stark ver-
kleinert (Kap. 3.2.1.4). Allerdings bewirkte H89 selbst einen Anstieg von [Ca®],, von dem
nicht klar ist, ob er auf der Hemmung der PKA beruht. Die Quantifizierung des folgenden
Isoprenalin-Signals war daher relativ schwierig. Die Experimente zeigten aber eindeutig, dass
die Erhohung von [Ca*']; auch nach PK A-Inhibition noch méglich war. Wire die Aktivierung
der PKA an dem cAMP-Effekt der alleinige Signalweg, miisste dieser Anstieg von [Ca*"];
durch cAMP nach PKA-Hemmung vollstindig verhindert sein. Um allerdings eine ganz
sichere Aussage diesbeziiglich zu treffen, miissen diese Ergebnisse mit H89 noch durch
Untersuchungen mit weiteren PKA-Inhibitoren (Rp-8-Br-cAMPS + Rp-8-CPT-cAMPS oder
Rp-8-Br-MB-cAMPS, Biolog-Katalog) belegt werden.
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Abb. 4.2 Die Gabe von Forskolin, Isoprenalin (ISO), IBMX oder db-cAMP rief jeweils eine Erhéhun-
gen von [Ca®"]; hervor, die immer in der gleichen GréRenordnung lag. Nicht jedes GefaRk antwortete
mit einem Anstieg von [Ca®']; auf die cAMP-Erhéhung, woraus sich die zwei n-Zahlen ableiten: (alle
vermessenen Gefale/antwortende Gefalle). So sind im Vordergrund auch die AntwortgrofRen
bezogen auf alle Experimente dargestellt, im Hintergrund sind nur die Responder einbezogen.
Dargestellt ist hier die Anderung von [Ca®"]; fiir die einzelnen Stimulationen.

b) Evidenz, dass der Effekt auf die afferente Arteriole der Rattenniere mit reninsezer-
nierenden Zellen beschrinkt ist

Verschiedene Gefdfse der Rattenniere, Salzdidt:

Interessante Unterschiede zeigten Untersuchungen von groBeren, ebenfalls durch eine
Siebpriparation gewonnenen Gefallfragmenten der Ratte ohne Glomerulum. Diese bestanden
ithrem Aussehen nach nur noch aus glatten Muskelzellen. Hier konnten zum Teil GefaB-
fragmente isoliert werden, die eine Verzweigung aufwiesen, bei der ein Verzweigungs-teil
wesentlich stiarker war als der andere, der wahrscheinlich die afferente Arteriole darstellt. In
dem dickeren Ast, vermutlich der Arteriae interlobulares, bewirkte Isoprenalin keine Erho-
hung von [Ca*"],, wiihrend gleichzeitig im als afferente Arteriole identifizierten Verzwei-
gungsteil ein Anstieg von cytoplasmatischem Ca?" auftrat (Kap. 3.2.2.2). Der durch cAMP-
Anstieg gesehene Effekt scheint demzufolge auf die afferente Arteriole der Ratten beschréankt
Zu sein.

Hier allerdings konnte kein Unterschied zwischen weiter proximal und weiter distal liegen-

den Bereichen nachgewiesen werden (Kap. 3.2.2.1). Auch gab es keinen signifikanten
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Unterschied beziiglich der Ca®*-Antwort auf eine cAMP-Erhhung zwischen kochsalz-reich
und kochsalz-arm erndhrten Ratten. Kochsalzrestriktion stimuliert das RAAS und bewirkt
eine vermehrte Umwandlung glatter Muskelzellen in reninsezernierende Zellen. Der reninpo-
sitive Bereich wird zum einen weiter nach proximal ausgedehnt, zum anderen wird die
Anzahl der reninpositiven Arteriolen vermehrt (Rauch, 2000; Hackenthal et al., 1987; Biihrle
et al., 1984).

Auf eine Stimulation mit Isoprenalin + IBMX schienen bei kochsalz-arm erndhrten Ratten,
in denen die Anzahl der reninsezernierenden Zellen erhOht ist, mehr Gefidlle mit einem
Anstieg von [Ca?"], zu reagieren, doch wurde hier die Signifikanz nach dem *-Test knapp
verfehlt (signifikant auf dem 90 % Niveau aber nicht auf dem 95 % Niveau).

Aus den Ergebnissen, die an den Gefil3fragmenten (Kap. 3.2.2.2) erhalten wurden und denen,
die mit unterschiedlicher Kochsalzdidten erndhrten Ratten erhalten wurden (Kap. 3.2.2.1),
kann der Schluss gezogen werden, dass der auf cAMP-Erhohung zuriickzufiihrende Ca*'-
Effekt in der afferenten Arteriole zu suchen ist. Da im distalen und im proximalen Teil der
afferenten Arteriole keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Ca**-Antwort auf cAMP-
Stimulation festzustellen waren und auch kein signifikanter Unterschied durch unterschiedli-
che Kochsalzdidt erhalten wurde, scheint diese Reaktion die gesamte afferente Arteriole zu
betreffen. Wir vermuten weiterhin, dass die Ursache des Anstiegs von [Ca®]; nach cAMP-
Erhohung auf die reninsezernierenden Zellen zuriickzufiihren ist. Zwei Punkte stiitzen diese
Hypothese: Die oben erwéhnten Experimenten an verzweigten Gefiallen (Abb. 3.9a) zeigten,
dass nicht die A. lobularis, wohl aber das abzweigende Vas afferens reagierten. Die
reninsezernierenden Zellen sind mit den glatten Muskelzellen tiber gap junctions verbunden
(Taugner et al., 1984; Forssman und Taugner, 1977, zitiert in Lorenz et al., 1993; Russ et al.,
1999), iiber die die Ca’"-Antwort entlang der afferenten Arteriole weitergeleitet wird. Der
zweite Punkt, der diese Hypothese stiitzt, betrifft die Antworthdufigkeit, die statistisch ~ 80
% war; dies liegt im Bereich der Wahrscheinlichkeit, in den 20 pm distal vom Eintritt in das
Glomerulum ein reninpositiver Bereich zu finden (93 % bei salzarmer Diit, 76 % bei Nor-
maldiét; Rauch, 2000). Es scheint also, dass die reninsezernierenden Zellen, die wohl den
auffilligsten grundsétzlichen Unterschied zwischen der afferenten Arteriole gegeniiber
anderen Arterien und Arteriolen darstellen, in Kombination mit den glatten Muskelzellen in

der afferenten Arteriole diese verdnderten Eigenschaften bewirken.
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Speziesunterschiede:

Die mit 80 % nach Stimulation mit ISO + IBMX auftretende Ca*"-Erhdhung in Vasa afferen-
tia aus der Rattenniere steht in starkem Widerspruch zu den Experimenten an der afferenten
Arteriole des Kaninchens. Kornfeld et al. (2000) zeigten, dass hier Isoprenalin und Forskolin
keinen Einfluss auf [Ca®"]; in Ruhe haben, Isoprenalin jedoch den durch Noradrenalin-
stimulierten Anstieg von [Ca*"], hemmt. Sie sind weiterhin schwer mit der ,,normalen‘
Reaktion einer Arteriole auf cAMP-Erhohung vereinbar. In glatten Muskelzellen fiihrt
cAMP-Erhéhung zu einer Relaxation, die auf Senkung von [Ca®’]; (SERCA-Effekt) und
Abnahme der Kontraktilitdt beruht, wobei auf die niheren Einzelheiten hier nicht eingegan-
gen wird (siehe dazu Ubersicht: Karaki et al., 1997).

Systematische Messfehler konnen sicher ausgeschlossen werden, da auch mit dieser Pripara-
tion, in Einklang mit der Literatur, kein Anstieg von [Ca®'], in den reninsezernierenden Zellen
der Maus nachzuweisen war (Kap. 3.2.6). Sowohl im distalen Teil der afferenten Arteriole
von Madusen des Auszuchtstamms CD1 als auch des Inzuchtstamms C57 konnte in 25
Versuchen an 11 verschiedenen Tieren keine Erhéhung der cytoplasmatischen Ca**-Konzen-
tration nach Stimulation mit Isoprenalin und IBMX beobachtet werden. Auch spielte die
kochsalz-arme Erndhrung der Ratten wahrscheinlich keine Rolle, da weder bei kochsalz-arm
ernihrten noch bei kochsalz-normal erniihrten Méusen eine Erhéhung von [Ca*'], zu be-
obachten war (Kap. 3.2.6). Dies gewinnt dadurch an Bedeutung, dass die Mauseversuche
iiber eine lange Periode gelegentlich durchgefiihrt wurden und dass in gleichzeitigen Versu-
chen an Vasa afferentia der Ratte sehr wohl der cAMP-Effekt in seiner iiblichen Form
beobachtet wurde. Es handelt sich bei dem hier beschriebenen Effekt offensichtlich um ein

speziesabhingiges Phdnomen.

4.3.2 Ca?-Quelle des cAMP-induzierten Ca’*-Transienten: Speicherentleerung und
Ca’"-Influx

Wie unter Kap. 4.2 beschrieben, kann eine Erhthung von [Ca*'], zum einen auf Einstrom von

Ca’" aus dem Extrazellulirraum beruhen (Ca**-Influx) und zum anderen auf Freisetzung von

Ca”" aus den intrazelluliren Ca**-Speichern.
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Zur Untersuchung, welcher der beiden Prozesse (Speicherentleerung vs. Ca**-Einstrom) fiir
die Erhohung von [Ca*']; durch cAMP-Stimulation verantwortlich ist, wurden analog zu Kap.
4.2 drei experimentelle Ansétze verfolgt:

a) Stimulation in Ca*'-freier Lésung

b) Stimulation nach Kanalblockade

¢) Stimulation nach Entleerung der Speicher durch SERCA-Inhibitoren.

Diese Ergebnisse sind in Abb. 4.3 zusammengefasst.

d) Zusitzlich wurde noch die Auswirkung einer Hemmung der Na'-K'-ATPase durch

Ouabain auf den cAMP-induzierten Ca**-Anstieg untersucht.
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Abb. 4.3 Beitrag von Ca? aus dem Extrazellularraum und den intrazelluldren Speichern zur
Isoprenalin (1 uM) + IBMX (100 pM) induzierten Erhéhung von [Ca®']. Es wurde das Doppel-
stimulationsprotokoll mit Isoprenalin (1 uyM) + IBMX (100 pM) angewandt. Vor der zweiten
Stimulation wurden die Bedingungen wie angegeben gedndert und die AUC, auf die AUC, bezogen.
Die Daten sind korrigiert fur die Verkleinerung der AUC, unter Kontrollbedingungen (AUC, (Kontrolle)
=81 12 % AUC,, n = 4). Signifikanzen sind angegeben.

a) Stimulation in Ca**-freier Losung
Die Ca**-Quelle, durch die [Ca*"]; als Antwort auf cAMP-Stimulation erhdht wird, ist im
wesentlichen im Extrazelluldrraum zu suchen. Nach Entfernung von [Ca**], (0 nM Ca*'-

Puffer, 5 mM EGTA) wurde der Effekt zwar noch regelmassig ausgeldst, er war aber auf
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~ 10 % vermindert (Abb. 4.3). Dabei wurde bereits beriicksichtigt, dass auch die zweite
Antwort auf Isoprenalin + IBMX in Ca**-haltiger Losung um rund 20 % vermindert ist (Tab.
3.10). Dieser Resteffekt (10%) konnte {iberwiegend aus der Entleerung von Speichern
kommen, moglicherweise aber auch aus einem Einstrom von ,,Rest-Ca*"*. Wie die Experi-
mente mit K* (60 mM) zeigen, war in Ca’*’-freiem Medium durch K" noch eine geringe,

unregelmissig auftretende Erhohung von [Ca®*]; zu beobachten (Kap. 3.2.4.1, Abb. 3.12).

b) Stimulation nach Kanalblockade

Wie in den Untersuchungen des ANG II-Effektes wurden wieder der Ca,1.1-Blocker Isradi-
pin (100 nM) sowie die SOCC-Blocker 2-APB (2-Amoniethoxyphenylborat; 30 uM) und
Gd* (50 uM) untersucht (vgl. Kapitel 3.2.4.3, S. 91). Die Ergebnisse sind in Abb. 4.3
zusammengefasst.

Isradipin (100 nM) verdnderte die Antwort auf Isoprenalin + IBMX nicht. Man muss also
schlieBen, dass der Ca**-Einstrom durch spannungsaktivierte, Dihydropyridin-empfindliche
Ca?*-Kanile vom L-Typ (VOCCs, Ca,1.x) fiir die Erhohung von [Ca*"]; als Antwort auf
cAMP-Erh6hung keine Bedeutung hat. Dazu passt auch der Befund, dass Isoprenalin +
IBMX keine Anderung des Membranpotentials hervorruft (Kap. 3.2.3.2, Messung des
Membranpotentials mit Hilfe des spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoffs DiBAC,(3);
bestitigt in Ganzzellklemmversuchen von A. Stehle, Institut fiir Pharmakologie und Toxiko-
logie, Tiibingen).

Im Gegensatz zu Isradipin verhinderten die SOCC-Blocker 2-APB (30 uM) und Gd** (50
uM) die Ca**-Antwort auf Stimulation mit Isoprenalin und IBMX vollstéindig (Abb. 4.3, Kap.
3.2.4.3, Abb. 3.14a, b). Demnach miisste das Ca®" fiir den Effekt zu 100 % aus dem Extra-
zelluldrraum kommen und ausschlieBlich durch SOCCs in die Zelle eintreten. Offensichtlich
steht dieser Schluss im Gegensatz zu den Experimenten in Ca*'-freiem Puffer, bei denen ja
noch ein kleiner (~ 10 %) Effekt regelmaBig beobachtet wurde. Es wire moglich, dass die
hier verwendenten SOCCs-Blocker bei den gegebenen Konzentrationen auch die Freisetzung

von Ca*" aus den Speichern hemmen kénnten.
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¢) Stimulation nach Entleerung der Speicher durch SERCA-Inhibitoren

Ein weiterer Hinweis darauf, dass SOCCs an der Erhdhung von [Ca*']; beteiligt sind, ist aus
Experimenten mit den Inhibitoren der sarkoplasmatischen Ca’>"-ATPase (SERCA-Inhibito-
ren) Thapsigargin und CPA zu entnehmen (Kap. 3.2.5, Abb. 3.15a, 3.16a).

Die Vorbehandlung mit Thapsigargin verhinderte vollstindig die Ca**-Erh6hung auf Stimula-
tion mit Isoprenalin + IBMX, obwohl in diesem Signalweg, wie oben gezeigt, der Einstrom
von Ca*' aus dem Extrazellulirraum die entscheidende Ca**-Quelle ist. Nach Ca**-ATPase-
Inhibition sind jedoch die SOCCs schon vollstindig aktiviert, so dass eine weitere Stimulati-
on mit Isoprenalin keine Wirkung mehr haben kann. Nach Thapsigargingabe war zum Teil
sogar ein Absinken von [Ca’’]; nach Stimulation mit Isoprenalin + IBMX zu sehen. Der
Grund dafiir konnte darin zu suchen sein, dass durch Isoprenalinstimulation intrazellular
erhohtes cAMP eventuell die Na'-K'-ATPase aktiviert, was eine gesteigerte Aktivitit des
Na“/Ca**-Austauschers zur Folge haben konnte. Dieser wiirde dann zu einem Transport von
Ca’" aus der Zelle heraus fiihren, so dass es zu einem Abfall von [Ca®‘], kiime. Dieser Effekt
wiirde sonst durch die Ca**-erhdhenden Wirkung von cAMP iiberdeckt werden.

Bei Vorbehandlung mit CPA (100 uM) war die Inhibition nur partiell, was wohl wieder
durch die schwéchere Inhibition der SERCA durch die Substanz bedingt ist.

Die Perfusion mit Ca’>*-ATPase-Inhibitoren, die die sarkoplasmatische Ca**-ATPase blockie-
ren, fiihrt zur Entleerung der intrazellulidren Speicher. Als Folge steigt [Ca’"]; zum einen
durch das freigesetzte Ca®>" und zum anderen durch den Einstrom aus dem Extrazellulirraum
an. Grund dafiir ist die Aktivierung der speicheraktivierten Ca**-Kanile durch die entleerten
Speicher (Kap. 1.3.1.1). Dies konnte von Fellner und Arendshorst (1999) an priaglomerulédren
Gefissen nachgewiesen werden. Mit den SERCA-Inhibitoren CPA und Thapsigargin in Ca*'-
freiem Medium erhielten sie einen leichten Anstieg von [Ca®*];, der nach Zusatz von Ca*" in
das extrazellulare Medium verstiarkt werden konnte (Fellner und Arendshorst, 1999). Auch
in dem hier untersuchten System fiihrte das Entleeren der Speicher durch Blockade der
sarkoplasmatischen Ca**-ATPase mit den SERCA-Inhibitoren CPA und Thapsigargin zu
einem Anstieg von [Ca®];. In einigen Fillen kam es wieder zu einem leichten Absinken von
[Ca®"],, wenn der primire Anstieg von [Ca?"]; sehr schnell erfolgte und sehr stark war. Dieses
Phianomen konnte darauf zuriickgefiihrt werde, dass andere Pumpen und Transporter in der

Zelle gegen die hohe Ca’*-Konzentration anarbeiten. In einigen Zellen arbeiten sie schneller,
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hier erfolgt der Anstieg von [Ca®'], durch Ca?*-ATPase-Inhibitoren langsamer. In anderen
Zellen sind sie weniger aktiv, so dass es hier zu einem schnellen starken Anstieg kommt,
durch den diese Pumpen und Transporter dann aktiviert werden und als Folge Ca*" wieder
etwas abfillt. In dem in dieser Arbeit verwendeten System scheint CPA weniger potent zu
sein als Thapsigargin (Kap. 3.2.5).

Das durch Thapsigargin und CPA verursachte erhdhte [Ca®"]; ist wahrscheinlich nicht der
Grund dafiir, dass durch Stimulation mit Isoprenalin keine Erhéhung von [Ca*']; mehr
erreicht werden konnte. Die Erhohung von [Ca*"], auf 20 mM fiihrte zur Steigerung von
[Ca®]; (Kap. 3.2.5.1.3). Wie oben bereits erwihnt, konnte diese direkte Korrelation bereits
von Kurtz und Penner (1989) in juxtaglomeruldren Zellen der Maus und von Russ et al.
(1999) in der analogen Praparation aus der Rattennniere und von Salomonsson et al. (1991)
fiir Macula Densa Zellen und Tubuluszellen der Henle schen Schleife gezeigt werden. Trotz
dieser erhdhten cytoplasmatischen Ca**-Konzentration war Isoprenalin + IBMX weiterhin in
der Lage, [Ca*"]; unvermindert anzuheben. Die Erhéhung der cytoplasmatischen Ca**-Kon-
zentration durch erhohtes [Ca®*], ist zwar im Mittel geringer als durch die Blockade der Ca*'-
ATPase; es gab jedoch auch Einzelexperimente, in denen die Erhdhung von [Ca*"], durch
hohes [Ca*"], stirker war als durch Blockade der Ca**-ATPase und auch hier kam es weiter-
hin zum Anstieg von [Ca®*]; als Antwort auf cAMP-Stimulation. Auch miisste, wenn erhdhtes
[Ca*], fiir das Ausbleiben des Effektes von Isoprenalin verantwortlich sein sollte, wenigstens
eine leichte Beeinflussung der Ca’*-Antwort auf die Isoprenalinstimulation zu sehen sein.
Der Anstieg von [Ca?'], durch Isoprenalin + IBMX bei erhthtem basalem [Ca?*], war jedoch
gleich wie der bei normalem [Ca*]; (Tab. 3.15).

Auch diese Experimente sind neben ihrer Kontrollfunktion ein Zeichen dafiir, dass dem
Einstrom von Ca*" aus dem Extrazelluldrraum eine weitaus wichtigere Bedeutung zukommt
als der Freisetzung aus den Speichern. Bei intakten Pumpen nimmt das SR bei erhohter
[Ca”*"], mehr Ca®" auf und kann auch mehr Ca*" bei Stimulation freisetzen. Es ist anzunehmen,
dass eine Stimulation mit ANG II bei erhdhter [Ca**], eine vergroBerte Ca**-Antwort zur
Folge gehabt hitte. Dass dies bei Stimulation mit Isoprenalin + IBMX nicht der Fall war, ist
darauf zuriickzufiihren, dass die Freisetzung von Ca*" aus den Speichern nur eine minimale

Rolle spielt.
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d) Ouabain

Hemmung der Na'-K'-ATPase mit Ouabain reduzierte die Antworthdufigkeit von Isoprenalin
+ IBMX signifikant ohne die GroBle des Effektes, wenn er auftrat, abzuschwichen (Kap.
3.2.3.1). Die Na"-K"-ATPase pumpt gegen die bestehenden Konzentrationsgefille und das
Membranpotential 3 Na® aus der Zelle heraus und 2 K" in die Zelle hinein. Es bestand die
Uberlegung, dass cAMP durch Phosphorylierung die Na*-K*-ATPase aktivieren konnte,
wodurch die Zellen hyperpolarisieren und der Anstieg von [Ca*'], durch die erhdhte elektri-
sche Triebkraft erkldrt werden konnte. Da allerdings mit DiBAC;(4) keine Hyperpolarisation
nachgewiesen werden konnte und das gleiche Ergebnis mit Hilfe elektrophysiologischer
Messungen erhalten wurde (A. Stehle, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Tiibin-
gen, miindl. Mitteilung), kann dies nicht der richtige Erkldrungsansatz sein. Es bleibt daher
zu kliren, iiber welchen Weg der Na™-K*-ATPase-Inhibitor Ouabain die Erhohung von [Ca®"];
durch Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration beeinflusst.

Eine Erkldarungsmoglichkeit konnte sein, dass durch die Hemmung der Na'-K"-ATPase die
Na'-Konzentration in der Zelle ansteigt, wodurch der Na/Ca?*-Austauscher vermehrt in
Richtung des Ca**-Eintritts laufen wiirde. Die erhohte Ca**-Konzentration im Cytoplasma
wiirde die SERCA aktivieren und es wiirde verstirkt Ca*" in das SR gepumpt. Die daraus
folgende stirkere Fiillung der Speicher konnte schlieBlich zu einer stirkeren Inaktivierung
der SOCCs fiihren, so dass ein stirkerer Stimulus zur Aktivierung der SOCCs notwendig
wiirde, bzw. die Schwelle zur Aktivierung erhoht wiirde. Ein zweiter Erkldrungsansatz wire,
dass Blockade der Na'-K"-ATPase zu einer Depolarisation der Zelle flihrt, wie sie in Kap.
3.2.3.3 nachgewiesen wurde, so dass die Triebkraft fiir den Ca**-Eintritt in die Zelle abge-
schwicht wire. Eine dritte Moglichkeit ist, dass die cAMP-empfindlichen SOCCs durch die
Depo-larisation gechemmt werden. Letzteres konnte durch Stimulation in erhéhtem KCl (60

mM) iiberpriift werden.

Zusammenfassung und Vergleich ANG II-cAMP

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Ca**-Transient nach cAMP Stimulation
im wesentlichen durch Ca**-Einstrom durch SOCCs erfolgt. Diese Kanile werden normaler-
weise durch den Fiillungszustand der Speicher kontrolliert und durch deren Entleerung

aktiviert. [hre molekulare Identitét ist noch nicht genau geklirt und sehr vielfdltig. Es wird



4. Diskussion 173

jedoch vermutet, dass sie zur Familie der TRP Proteine (transient receptor potential) gehd-
ren, die aus vier Untereinheiten aufgebaut sind (Ubersicht McFadzean und Gibson, 2002).
TRP Kanile werden unterteilt in C, V und M. SOCCs sind wahrscheinlich in der TRPC
Gruppe angesiedelt, die wiederum bislang in Untergruppen von 1 - 7 aufgegliedert ist.
Zusitzlich zu den allgemeinen Unklarheiten bei der molekularen Zusammensetzung der
SOCCs miissen auch spezies- und gewebeabhidngige Unterschiede beriicksichtigt werden
(Ubersicht McFadzean und Gibson, 2002).

Der hier fiir den Einstrom von Ca®" durch cAMP verantwortliche Kanal wird vermutlich
unter physiologischen Bedingungen durch Entleerung des Speichers und nicht durch cAMP
aktiviert. Die hier eingesetzten Versuchsbedingungen fiihren zu einer partiellen Aktivierung
des Kanals durch cAMP, das bei den verwendeten Konzentrationen von Forskolin und
Isoprenalin in Kombination mit IBMX fiir 3 min in der Zelle bis in den micromolaren
Bereich (Friis et al., 2002) angehoben wird. Eventuell moduliert cAMP den Kanal und
verschiebt die Schwelle fiir die Kanalaktivierung nach unten, so dass in Anwesenheit von
cAMP die Offnung des Kanals erleichtert wird. Unter den hier verwendeten Versuchs-
bedingungen ist cCAMP so stark erhoht, dass es selbst die Kanalaktivierung bewirken kann.
Das wiederum passt auch mit den Befunden und der angebotenen Erkldrung aus den
Ouabain-Versuchen zusammen, nach denen eine stirkere Fiillung der Speicher die SOCCs
verstdrkt inaktiviert, so dass hier dann cAMP nicht mehr die Schwelle zur Aktivierung
erreicht.

Dass cAMP direkt (d.h. ohne den PKA-Weg) SOCCs aktivieren kann, konnte auch an
Astrocyten aus dem Rattehirn gezeigt werden (Wu et al., 1999). Auch wenn bei Wu et al.
(1999) evtl. ein etwas anderer Kanal beteiligt ist, da die Erthohung der cAMP-Konzentration
einen Anstieg nur nach Speicherentleerung bewirkt, zeigen diese Ergebnisse doch, dass es
andere Systeme gibt, in denen cAMP iiber direkte Aktivierung speicheraktivierter Ca*'-
Kanile in der Lage ist, die cytoplasmatische Ca**-Konzentration zu erhdhen. Auch hier
konnte ein Schwellenphdnomen beteiligt sein, so dass unter normalen Bedingungen cAMP
den Kanal nicht selbst aktiviert, sondern nur die Schwelle zur Aktivierung herabsetzt, aber
bei einer Vorstimulation den Kanal selbst weiter aktivieren kann.

Im Vergleich zu der Ca**-Antwort auf Stimulation mit ANG II (3 nM) héingt der Ca**-Tran-
sient nach cAMP-Stimulation fast ausschlieBlich (90 %) vom Ca*" Einstrom ab; bei ANG II
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sind es 60 %. In beiden Fillen spielen L-Typ Ca’*-Kanile keine Rolle. Im Falle von cAMP-
Stimulation erweisen sich die Ca**-Kanéle durch ihre hohe Empfindlichkeit gegeniiber den
SOCC-Blockern 2-APB (30 pM) und Gd** (50 uM) als typische SOCCs, die sich aber durch
ihre Aktivierbarkeit durch cAMP auszeichnen. Im Falle von ANG II wurden die Ca**-Kanile
nur 20 bzw. 30 % durch die beiden Blocker gehemmt. Damit unterschieden sich die bei ANG
II Stimulation rekrutierten Ca**-Kanile deutlich von den cAMP-aktivierten Kanilen.

4.3.3 Magliche (physiologische) Bedeutung des cAMP-induzierten Ca**-Transienten:
Das ,,Calciumparadox* der Reninsekretion

Es sei daran erinnert, dass die cAMP-induzierte [Ca*"]-Erhdhung nur in afferenten Arteriolen
der Rattenniere beobachtet wurde und vermutlich von den reninsezernierenden Zellen
ausgeht (Kap. 4.3.1). Sollte die Ca*-Erhdhung in anderen Zellen entstehen, so kann man
davon ausgehen, dass sie iiber die gap junctions die reninsezernierenden Zellen erreicht. Der
Effekt tritt bei durchaus noch physiologischen cAMP-Erh6hungen auf und ist etwa in der
GroBenordnung des ANG II-Transienten. ANG II (3 nM) liegt knapp im Bereich der Konzen-
trationen, die die Reninsekretion in vitro hemmen (Naftilan und Oparil, 1978; Sosath, 1999);
in vivo sind die Konzentrationen vermutlich geringer (Keeton and Campbell, 1981). Wenn
das ,,Calciumparadox* der Reninsekretion Giiltigkeit hat, sollte man also erwarten, dass bei
den hier gewéhlten Stimuli zu mindestens bei der Ratte die Reninsekretion wieder (etwas)
gehemmt, d. h. die cAMP stimulierte Reninsekretion wieder (etwas) reduziert wird. Man
wiirde also spekulieren, dass in Abhédngigkeit von der cAMP-Konzentration die Reninsekre-
tionsrate bei afferenten Arteriolen der Ratteniere eine glockenformige Gestalt annimmit,
wihrend sie bei der Maus eine einfache Sittigungskurve darstellt.

Solche Messungen stehen noch aus; in der Literatur waren keine detaillierten Konzentrations-
abhéngigkeiten zu finden. Sosath (1999) konnte an isolierten juxtaglomeruldren Zellen aus
der afferenten Arteriole der Ratte, wie Albinus at al. (1999) sie verwenden, durch Stimulation
mit der Kombination Forskolin (10 uM) + IBMX (100 uM) Erhéhung der Reninsekretion um
50 - 100 % nachweisen. Allgemein ist cAMP-Erh6hung ein anerkannter Stimulus fiir die
Reninsekretion (Kap. 1.3.1.3; Ubersicht: Kurtz, 1989). So gelten Forskolin (Schwertschlag
und Hackenthal, 1982; Fray und Park, 1986; Ubersicht: Hackenthal et al., 1990), ebenso
IBMX und Stimulation der p-Adrenozeptoren (Ubersicht: Kurtz, 1989) als bewihrte Stimu-
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lantien der Reninsekretion. Auch an kultivierten menschlichen Nephro-blastomzellen, die ein
Modell fiir die menschliche Reninsekretion darstellen, zeigten Devlin und Leckie (1994)
einen Anstieg von cAMP durch Isoprenalin und Forskolin und eine gleichzeitige Stimulation
der Reninsekretion. Allerdings sollte auch in diesem System noch bestétigt werden, dass
cAMP-Erh6hung zur Steigerung der Reninsekretion fiihrt.

Eine durch cAMP stimulierte Reninsekretion wird durch ANG II gehemmt (Nabel et al.,
1999: mit Isoproterenol (10 nM) auf das 10fache der Kontrolle stimulierte Reninsekretion
wird durch ANG II (300 nM) nahezu vollstindig geblockt; isoliert perfundierte Rattenniere;
Sosath, 1999: Forskolin (10 uM) + IBMX (100 uM) stimulieren auf 150 % der Kontrolle;
ANG II (100 nM) hemmt auf ~ 80%; isolierte superfundierte juxtaglomerulédre Zellen). Die
Hemmung der Reninsekretion durch ANG 11 ist in Ca**-freier Losung abgeschwicht (Uber-
sicht: Hackenthal et al., 1990). Auch der Einstrom von Ca®" durch SOCCs nach SERCA-
Inhibition hemmt die Reninsekretion aus den reninsezernierenden Zellen der Ratte (Schweda
et al., 2000). Ebenso hemmt der Ca**-Agonist BAY K 8644 die Reninsekretion in der Ratte
(Churchill und Churchill, 1987). Dies sind alles Beweise dafiir, dass die Erhhung von [Ca**];
die Reninsekretion auch in der Ratte hemmen kann. Wahrscheinlich bewirkt cAMP in dem
hier untersuchten System jedoch eine Erhthung von [Ca*'], die zu klein ist, als dass sie die
durch kréftige cAMP-Erhohung stimulierte Reninsekretion wesentlich hemmen konnte.
Andererseits gibt es viele Studien, in denen eine positive Korrelation zwischen Reninsekreti-
on und cytoplasmatischer Ca’"-Konzentration gefunden wurde (Taugner et al., 1988). So
konnte eine intraarterielle Ca**-Infusion die Reninsekretion in der Niere von Hunden steigern
(Iwao et al., 1974, zitiert in Taugner et al., 1988) und auch Morimoto et al. und Michelakis
(Morimoto et al., 1970 und Michelakis, 1971, zitiert in Taugner et al., 1988) haben eine
gesteigerte Reninsekretion aus Nierenschnitten des Hundes durch eine Erhhung der Ca**-K-
onzentration im Medium gefunden. Ahnliche Befunde wurden fiir Nierenschnitte der Ratte
(Saruta und Matsuki, 1975, zitiert in Taugner et al., 1988) und der Katze (Ginesi et al., 1981,
zitiert in Taugner et al., 1988) erhalten. Entgegen den Ergebnissen von Churchill und Chur-
chill (1987) ist von May und Peart (1986) eine Stimulation der Reninsekretions durch den
Ca’"-Agonisten BAY K 8644 beobachtet worden ( May und Peart, 1986, zitiert in Taugner et
al., 1988). Ebenso gibt es zahlreiche Beispiele fiir eine Hemmung der Reninsekretion durch

Entfernen von Ca** aus dem Medium (Chen und Poisner, 1976, Hinko et al., 1974, Lester und
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Rubin, 1977 und Schwertschlag et al., 1978, Ubersicht: Taugner et al., 1988). Diese ganzen
Daten deuten darauf hin, dass das ,,Calciumparadox* der Reninsekretion offensichtlich von

den experimentellen Umstdnden abhéingt und kein unumstrittenes Phinomen darstellt.

4.4  FEinfluss von Adenosin auf die intrazellulire Ca**-Konzentration
Physiologische Rolle von Adenosin in der Niere

Wie bereits erwihnt (Kap. 1.3.2.2) zirkuliert Adenosin in der Niere in einer Konzentration
von 10® - 107 M und ist der zentrale Vermittler des tubulo-glomeruliren Feedbacks (Schner-
mann und Levine, 2003; Osswald, Miihlbauer und Vallon, eingereicht). Dabei vermittelt
Adenosin iiber Adenosin A,-Rezeptoren, die bereits durch nanomolare Mengen Adenosin
stimuliert werden (Churchill und Churchill, 1985), eine Vasokonstriktion und Hemmung der
Reninsekretion, was sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt werden konnte (Kap. 1.3.2;
Osswald et al., 1978; Tagawa und Vander, 1970, zitiert in Taugner und Hackenthal, 1989;
Churchill und Churchill, 1985). Uber die Adenosin A,,-Rezeptoren bewirkt Adenosin
dagegen eine Stimulation der Reninsekretion (Churchill und Churchill, 1985), die nach
Protasoni et al. (1995) an eine intakte Innervierung der Niere gekoppelt ist.
Adenosin-Rezeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Adenosin A,-Rezeptoren
koppeln iiber G;-Proteine hemmend an die Adenylatcyclase und bewirken so eine Abnahme
der cAMP Konzentration (Olivera und Lopez-Novoa, 1992; Ubersicht: Fredholm et al.,
2001); iiber G,/G,, aktivieren sie die PLC, was iiber die Entstehung von IP; zur Freisetzung
von Ca’" aus intrazelluldren Speichern (Churchill, 1990) und somit zum transienten Anstieg
von [Ca*"], (Ralevic und Burnstock, 1998) fiihrt. Dieser Signalweg wiirde dem ,,Calciumpa-
radox“ entsprechen, nach dem die Reninsekretion und [Ca*']; invers miteinander verkniipft
sind (Kap. 1.3.1.1; Churchill, 1985). Uber beide Wege kénnte Adenosin die Reninsekretion
senken.

Adenosin A,-Rezeptoren sind an G-Proteine der G,-Familie gekoppelt, die {iber Stimulation
der Adenylatcyclase die cAMP-Konzentration in der Zelle erhohen (Fredholm et al., 2001).

Aktivierung dieser Rezeptoren stimuliert die Reninsekretion (Churchill, 1985).
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4.4.1 Effekte von Adenosin und CHA auf [Ca®'];

In dieser Arbeit wurde auf verschiedenen Wegen versucht, den Einfluss von exogenem und
endogenem Adenosin auf die intrazellulire Ca**-Konzentration zu erfassen. Die in Kap. 3.3.1
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass in dem hier verwendeten System Adenosin (10 nM - 10
uM) nur bei hohen Konzentrationen und nur selten einen Anstieg von [Ca®**]; bewirkte; sehr
hiufig wurde keine Antwort erhalten. Eine mogliche Erklarung ist, dass Adenosin (10 pM)
iiber Adenosin A,- und A,-Rezeptoren gegenldufige Effekte ausiiben konnte. Es sei aber
darauf hingewiesen, dass Gutierrez et al. (1999) an der afferenten Arteriole des Kaninchens
einen Anstieg von [Ca*"]; durch Adenosin nachweisen konnten.

Der Adenosin A,;-Agonist N°-Cyclohexyladenosin (CHA) zeigte konstantere Ergebnisse
(Kap. 3.3.2; Abb. 3.22). Er erhohte konzentrationsabhangig sowohl die Antworthiufigkeit als
auch die AntwortgroBe (max. Haufigkeit: ~ 50 %; max . Effekt 20 - 40 % des Effektes von
ANG II (3 nM)). Bei hoheren Konzentrationen ( > 1 uM) fielen Antworthdufigkeit und -
grofle wieder ab. Laut Literatur (Churchill und Churchill, 1985) bewirkt CHA bis zu einer
Konzentration von 100 nM eine Hemmung der Reninsekretion, die sich ab einer Konzen-
tration von 1 puM in eine Stimulation umwandelt. Die hier ermittelte Konzentrations-
Wirkungs-Kurve fiir den Anstieg von [Ca*"]; ist im Vergleich mit der Hemmung der Reninse-
kretion um eine Zehnerpotenz nach rechts verschoben, was daran liegen konnte, dass die
Hemmung der Reninsekretion durch CHA nicht nur auf dem Ca*'-Anstieg, sondern auch auf
der cAMP-Modulation beruhen kann. Es konnte aber auch sein, dass CHA im Perfusions-
system aufgrund seiner Lipophilie von den Plastikschlduchen adsorbiert wird (Perfusions-
system s. Kap. 2.2.3.1).

Es sei allerdings darauf hingewiesen, dass diese Ergebnisse eine Momentaufnahme dar-
stellen; es gab lange Perioden (Monate), in denen tiberhaupt keine Antwort erhalten werden
konnte. Zur Verbesserung der Antworthdufigkeit wurden die Versuchsbedingungen hin zu
physiologischeren Bedingungen veréndert. So wurde eine physiologische Salzlosung mit
Albumin und CO, verwendet und die Inkubationszeit mit Collagenase wurde verkiirzt, um
die Zellen weniger zu belasten und um mogliche Beeintrdchtigungen der Rezeptoren durch
die Enzymeinwirkung zu verringern. Aber auch diese Bedingungen verbesserten die Ant-
worthaufigkeit (Kap. 3.3.2.2, Abb. 3.22) nicht. Da auch CHA biphasische Effekte aufweist

und in héheren Konzentrationen Adenosin A,-Rezeptoren stimuliert (Churchill und Chur-
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chill, 1985), wurden diese mit dem spezifischen Adenosin A,,-Rezeptorantagonist ZM
241385 (Poucher at al., 1995; Klotz, 2000) blockiert; die Antworthdufigkeit auf CHA-
Stimulation wurde jedoch nicht verbessert (Kap. 3.3.2.3, Tab. 3.21).

4.4.2 Endogenes Adenosin und [Ca*']

Eine weitere Quelle der Variabilitit konnte ein endogener Adenosintonus sein, der durch
laufend gebildetes Adenosin die Rezeptoren je nach Konzentration besetzt und desensibili-
siert. Albinus et al. (1999) konnten durch Entfernen von Adenosin mit Adenosindesaminase
(ADA) die spontane Reninsekretion steigern. Das gleiche Ergebnis erhielten sie mit dem
Adenosin A,-Rezeptorantagonisten 1,3-Dipropyl-8-cyclopentylxanthin (DPCPX), wodurch
gezeigt wurde, dass endogenes Adenosin eine tonische Inhibition der Reninsekretion bewirkt.
Dies steht im Einklang mit Ergebnissen aus Adenosin A -Rezeptor-knock-out Mausen, die
eine erhohte Plasmareninaktivitit haben (Brown et al., 2001), da Adenosin {iber Adenosin
A,-Rezeptoren keinen hemmenden Einfluss mehr auf die Reninsekretion ausiiben kann.
Hier wurde der Ansatz mit ADA verfolgt: Nach Entfernung von endogenem Adenosin durch
Adenosindesaminase in einer Konzentration von 4 U/ml wurde die Antworthaufigkeit leicht
erhoht, jedoch hatte Adenosindesaminase keinen Einfluss auf die GroBe der Erh6hung von
[Ca®], (Kap. 3.3.3.3, Tab. 3.24). Allerdings enthilt die Adenosindesaminase-Priparation
Begleitproteine wie Albumin. Albinus et al.(1999) konnten zeigen, dass auch Albumin eine
Stimulation der Reninsekretion hervorruft. Fuentes et al. (1997) haben in diesem Zusammen-
hang fiir humane Endothelzellen beobachtet, dass Albumin [Ca’]; durch erhéhte Ca**-Auf-
nahme in intrazelluldre Speicher reduziert. AuBerdem ist Albumin in der Lage, Ca**-Ionen zu
binden (Fray und Karuza, 1980; Fray und Laurens, 1981). Beide Mechanismen kdnnten einen
durch CHA vermittelten und durch Entfernung von endogenem Adenosin durch Adenosinde-
saminase verstirkten Anstieg von [Ca®']; maskiert haben. Es kann also nicht abschlieBend
geklirt werden, ob die Entfernung von endogenem Adenosin die Ca**-Antwort auf CHA
verbessert.

Zur Frage, ob endogenes Adenosin die in Ruhe herrschende [Ca®*]; erhoht, wurde der Effekt
von ADA und DPCPX auf die basal vorherrschende cytoplasmatische Ca**-Konzentration
untersucht. Wie in (Kap. 3.3.3.1) gezeigt, sank wéhrend der Superfusion mit Adenosinde-

saminase basales [Ca*"]; leicht ab, jedoch war der Effekt gegeniiber einer Proteinkontrolle
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nicht mehr signifikant. Der Adenosin A,-Rezeptorantagonist DPCPX hatte keinen messbaren
Einfluss auf basales [Ca®'], (Kap. 3.3.3.2). Zusammenfassend muss man feststellen, dass die
verfligbaren Daten gegen einen Einfluss des endogenen Adenosins auf in Ruhe herrschendes

[Ca®"], in dieser Priparation sprechen.

4.4.3 Afferente Arteriole der Maus

In der Hoffnung, ein System mit zuverldssigeren Antworten auf CHA-Stimulation zu finden,
wurde auch die afferente Arteriole der Maus untersucht. In Versuchen vom April 2002 -
August 2002 wurden insgesamt 27 Gefdlle von 8§ verschiedenen Tieren mit CHA stimuliert
(CD1 Maus, NaCl-Standarddiét und C57-Maus, NaCl-arme Diit) und keine Ca**-Antwort
erhalten (Kap. 3.5.1.2). Leider wurden in dieser Zeit keine Rattenarterien mit CHA unter-
sucht. Es bleibt also festzustellen, dass das Ausbleiben einer Erhohung von [Ca®']; auf
Adenosin A,-Rezeptorstimulation kein artspezifisches Phdnomen der Ratte ist. Es bleibt
jedoch die Frage offen, ob Stimulation der Adenosin A -Rezeptoren in afferenten Arteriolen

der Miuseniere iiberhaupt eine Erhohung von [Ca*"]; hervorrufen kann.

Zusammenfassung

In afferenten Arteriolen der Ratte ruft Stimulation der A,-Rezeptoren manchmal eine [Ca®"];
Erhohung hervor. Ein solcher Effekt wurde schon an durch Mikrodissektion gewonnenen
afferenten Arteriolen aus der Kaninchenniere beschrieben (Gutierrez et al., 1999). Es ist nicht
gelungen, die Variabilitdt der Antwort zu reduzieren; in manchen Monaten konnte iiberhaupt
keine Antwort erhalten werden, in anderen gab es Ergebnisse wie in Abb. 3.21 gezeigt. Zwei
Ansitze, die eine (leichte) Verbesserung versprachen wurden nicht weiterverfolgt:

a) Langere Vorbehandlung der Praparation mit ADA erhohte die Antworthdufigkeit (Kap.
3.3.3.3, Abb. 3.21 ; n=9)

b) Konditionierung der Préparation mit ANG II (0,03 oder 0,1 nM) erhohte die Antwort-
hiufigkeit leicht (n = 5; Kapitel 3.4.1, Tab. 3.25; siehe auch Kapitel 4.4).

Die Kombination dieser beiden Ansdtze wére zu untersuchen.

Uber die Ursachen der Variabilitit der Antwort kann nur spekuliert werden. Eine mogliche
Erkldrung ist, dass die reninsezernierenden Zellen wihrend der Priparation geschidigt

werden. Allerdings werden die von Albinus et al. (1998) verwendeten juxtaglomerulidren
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Zellen aus Glomerula in dhnlicher Weise wie das hier verwendete Préparat aufgereinigt.
Diese Zellen reagieren nach Stimulation mit CHA jedoch regelméssig mit einer Hemmung
der Reninsekretion (Sosath, 1999). Dabei ist aber zu beriicksichtigen, dass hier sehr viele
reninsezernierende Zellen pro Experiment untersucht werden und dass die CHA-induzierte
Hemmung vermehrt iiber eine cAMP-Erniedrigung als iiber eine Erhéhung von [Ca®'];
vermittelt werden kann. Eine weitere mogliche Ursache fiir die unregelméssige Erhdhung
von [Ca’"], konnte die Tatsache darstellen, dass die GeféBe nicht perfundiert werden, also der
Druck fehlt, der eine wichtige Regelgrofie fiir das RAAS darstellt. Experimente an anis-
thesierten Hunden (McKay und Kishimoto, 1969) und Ratten (Haas und Osswald, 1981)
zeigten, dass die vasokonstringierende Wirkung von Adenosin am Vas afferens verlorengeht,
wenn der Perfusionsdruck stark gesenkt wird. Andererseits arbeiteten aber Gutierrez et al.
(1999) ohne Druck an der afferenten Arteriole des Kaninchens und erhielten offensichtlich
konstante Ca®*-Signale. Dennoch sollten die Arbeiten an perfundierten Gefilen unter

50 - 80 mM Hg" fortgesetzt werden.

4.5 Synergistische Wirkungen zwischen ANG II und Adenosin?

4.5.1 ANG II und exogenes Adenosin und Adenosin A,-Rezeptoragonisten

ANG II und Adenosin wirken synergistisch auf die Vasokonstriktion in priglomerulidren
Gefallen (in vivo: Spielmann und Osswald, 1979; Weihprecht et al., 1994; Aki et al., 2002; in
vitro: Weihprecht et al., 1994). Dabei bestehen unterschiedliche Meinungen beziiglich der
Abhéngigkeit. Weihprecht et al. (1994) schlieen aus ihren Ergebnissen auf eine symmetri-
sche Beziehung der beiden Agonisten, wohingegen Dietrich et al. (1991) gefunden haben,
dass Adenosin zur Vasokonstriktion ANG II benétigt, ANG II jedoch auch ohne Adenosin
wirken kann. Es sollte daher untersucht werden, ob beide Substanzen auch einen Synergis-
mus beziiglich der Erhéhung von [Ca*']; ausiiben. Diese Frage wurde von verschiedenen
Seiten angegangen z. B. durch Prakonditionierung der Priparation mit einer unterschwelligen
Konzentrationen von ANG II fiir CHA und umgekehrt oder durch simultane Gaben der
beiden Agonisten (Kap. 3.4)

Da die Erhohung von [Ca®"]; als Antwort auf CHA sehr unregelmissig war und im Organis-
mus ANG II unter physiologischen Bedingungen in einer Konzentration von 0,1 nM zirku-

liert, bestand die Uberlegung, ob Adenosin bzw. CHA zur Erhohung von [Ca®*], zwingend
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ANG II benétigt, das aber in dem verwendeten System bereits ausgespiilt worden war.
Priakonditionierung mit unterschwelligem ANG II (0,03 / 0,1 nM) gab eine leichte Erh6hung
der Antworthédufigkeit (Kap. 3.4.1). Der umgekehrte Versuch (Prikonditionierung mit CHA
(100 nM)) zeigte jedoch nur eine additive Wirkung der beiden Substanzen und keine Poten-
zierung (Kap. 3.4.2). Simultane Gabe der beiden Agonisten wurde ebenfalls untersucht. Die
gemeinsame Applikation von Adenosin (0,01 pM) und ANG II (3 nM) (Kap. 3.4.3.1) zeigte
keine Potenzierung: Bei simultaner Gabe von ANG II (3 nM) mit CHA (1 uM) wurden
dagegen Hinweise auf eine ganz leichte Potenzierung gefunden (Kap. 3.4.3.2, Abb. 3.30).

4.5.2 Endogenes Adenosin

Eine weitere Komplexitit ist durch das im System eventuell vorhandene "endogene Adeno-
sin" (siehe auch Kap. 4.4) gegeben, das einen synergistischen Effekt zwischen ANG II und
CHA verhindert, bzw. durch welches schon eine synergistische Wirkung auftritt, die nicht zu
erkennen ist. Sollte eine Potenzierung der ANG II-Antwort durch endogenes Adenosin
vorhanden sein, miisste diese durch Gabe von Adenosindesaminase oder den Adenosin A, -
Antagonisten DPCPX vor und wihrend der Stimulation mit ANG II verhindert werden. Die
Ergebnisse zeigten alle keine Abschwichung der Antwort auf ANG II (ADA: Kap. 3.4.4.1,
kochsalzarm erndhrte Ratte; DPCPX: Kap. 3.4.4.2, kochsalzarm erndhrten Ratten; Kap.
3.5.2.2 normal erndhrte Mause). Diese Ergebnisse zeigen, dass ANG II auch ohne Adenosin
in der Lage ist, [Ca*"], uneingeschrinkt zu erhdhen. Diese Ergebnisse lieBen sich durch
Experimente mit Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Mausen (A;AR-/-) (Sun et al., 2001)
bestitigen. Wie in Kap. 3.5.2 gezeigt, gab es keinen Unterschied zwischen dem ANG II-
induzierten Anstieg der cytosolischen Ca*-Konzentration in homocygoten Adenosin A -
Rezeptor-knock-out Méusen (A, AR-/-) und zugehdrigen Wildtypmédusen (A,R+/+) weder in
der Peak- noch in der Plateau-Phase der Ca’*-Antwort (Kap. 3.5.2.1), noch in der ECq,
(Adenosin A;-knock-out Miuse 12 nM, zugehdrige WT-Mause 5,8 nM) (Abb. 3.36).

Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Dietrich et al. (1991) {iberein, wonach ANG II auch
ohne Adenosin eine nicht abgeschwichte vasokonstriktive Wirkung auslosen kann; umge-
kehrt jedoch ist in ANG II AT,- Rezeptor-knock-out Méusen die vasokonstriktive Wirkung
von CHA stark vermindert, was fiir einen synergistischen Effekt beider Substanzen spricht

(Traynor et al. 1998). Beziiglich der Potenzierung der beiden Systeme bei der Hemmung der
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Reninsekretion ist die Lage widerspriichlich. Messungen von PD Dr. Albinus (Institut fiir
Pharmakologie und Toxikologie, Tiibingen, miindl. Mitteilung) zeigen, dass nach Entfernung
von endogenem Adenosin keine Hemmung der Reninsekretion durch ANG II mehr moglich
war. Hingegen ist bei Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Mausen die Macula Densa-Regulati-
on der Reninsekretion intakt (Schweda et al., 2003); auch reduzierte der ANG II AT,-Inhibi-
tor Candesartan in diesen Mdusen den Blutdruck im selben Mafle wie in zugehdrigen Wild-
typmdusen, was Brown et al. (2001) durch die in Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Mausen
erhohte Plasmareninaktivitdt erkldren.

Zusammenfassend muss man sagen, dass die Experimente in dieser Arbeit auf eine leichte
Tendenz zu einer schwachen Potenzierung beziiglich der Ca**-Antwort hinweisen. Ange-
sichts der extremen Variabilitdt der CHA-Antwort, die v.a. bei der simultanen Stimulation
die Auswertung trotz eingebauter Kontrollreihen unsicher macht, ist jedoch das Erreichen
oder Verfehlen von Signifikanzen eher als zuféllig anzusehen. Auf jeden Fall ist aber die
ANG IlI-induzierte Ca**-Erhéhung in der afferenten Arteriole der Adenosin A -Rezeptor-

knock-out Mdusen gegeniiber dem Wildtyp unveréndert.

4.6 Einfluss einer Blockade der Na'/H'-Austauscher auf den pH-Wert in
reninsezernierenden Zellen

Na'/H'-Austauscher (NHESs) sind in jeder Plasmamembran von Sdugerzellen vorhanden.
Abhingig von Zelltyp und Membranlokalisation erfiillen sie verschiedene physiologische
Funktionen wie die Regulation des pH,, die Kontrolle der Zellproliferation und die transepi-
theliale Na'-Reabsorbtion (Grinstein et al., 1989, zitiert in Kandasamy et al, 1995). In der
Niere sind NHEs in den meisten Nephronsegmenten apikal oder basolateral lokalisiert, wie
im proximalen Tubulus, dem auf- und absteigenden Ast der Henle'schen Schleife und den
Sammelrohren (Peti-Peterdi et al., 2000). Bislang sind die Isoformen 1 - 6 identifiziert (Noel
und Pouyssegur, 1995 und Orlowsky und Grinstein, 1997, zitiert in Peti-Peterdi et al., 2000),
die durch verschiedene Signalwege (PKA-Weg oder PKC-Weg) stimuliert werden (Kanda-
samy et al., 1995).

Der NHEI1 ist in eukariotischen Zellen die wichtigste Isoform zur Regulation von pH-Wert
und Zellvolumen. Dies ist auch der Fall an der basolateralen Membran vieler Nephronseg-

mente. Die Funktion des NHE?2 ist weniger definiert, aber es gibt Hinweise auf eine wichtige
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Rolle in der Zellvolumenregulation in renalen Tubuluszellen (Soleimani et al., 1994, zitiert
in Praetorius et al., 2000). Diese Isoform wurde bislang eindeutig an der apikalen Membran
im distalen Nephronsegment, speziell von Macula Densa Zellen (Peti-Peterdi et al., 2000)
lokalisiert. Auch in glomerulédren Mesangialzellen sind NHEs an der Aufrechterhaltung eines
physiologischen pH-Wertes beteiligt. Sie heben den pH-Wert nach Anséduerung wieder an,
werden also stimuliert, wenn der pH-Wert niedrig ist (Boyarsky et al., 1988; Miyata et al.,
2000). Cariporid (Kap. 1.3.1.6, 3.6, Abb. 3.35) ist ein relativ selektiver Inhibitor des NHE1,
der aber auch den NHE2 mit 20-fach schwécherer Potenz hemmt (IC, 0,08 uM vs. 1,6 uM;
Scholz et al., 1995; Schwark et al., 1998). Entsprechend umgekehrt verhdlt es sich mit
,»1522% (Kap. 1.3.1.6, 3.6, Abb. 3.35), einem Inhibitor des NHE2 mit13-facher Selektivitit
fiir NHE2 tiber NHE1 (ICs, 0,4 uM vs. 5,2 uM; Aventis, nicht verdffentlicht). ,,1522 hat
eine kreislaufaktive Wirkung, die evtl. mit einer Hemmung der Reninsekretion zusammen-
hiangt. Die Hemmung der Reninsekretion durch die Blockade des NHE2 mit ,,1522° wurde
sowohl in vivo als auch in vitro nachgewiesenen (PD Dr. Vallon, Institut fiir Pharmakologie
und Toxikologie, Tiibingen, miindl. Mitteilung). Daher war es von Interesse, den Einfluss
dieses Inhibitors auf den pH-Wert in den reninsezernierenden Zellen der afferenten Arteriole
zu untersuchen. ,,1522% (5 uM) und Cariporid (1 uM) senkten beide signifikant den in Ruhe
herrschenden pH -Wert in den Zellen der afferenten Arteriole (Kap. 3.6.1, 3.6.2). Zudem
wurde die Erholung des pH-Wertes in den Zellen nach vorheriger Ansduerung durch NH,Cl-
Gabe, also die Realkalisierung, untersucht (Kap. 3.6.2). ,,1522 (5 uM) verlangsamte die
Realkalisierung signifikant. Da beide Substanzen jeweils bei Konzentrationen, die dem 12-
fachen ihres IC,,-Wertes entsprachen, angewandt wurden, ist aufgrund der begrenzten
Selektivitét jeweils eine Mitwirkung liber die Hemmung des ,,anderen* NHEs nicht auszu-
schlieBen. Dies gilt insbesondere fiir die Experimente mit ,,1522% aufgrund seiner etwas
schwicheren Selektivitdt und der vermuteten Dominanz von NHE1. Tatsédchlich war die pH-
erniedrigende Wirkung von Cariporid (0,1 uM) im Vergleich zu ,,1522% (0,5 pM) (also bei
ihrem jeweiligen IC, Wert eingesetzt) signifikant stirker (Kap. 3.6.1; Abb. 3.38).

Nach diesen Experimenten kann gesagt werden, dass in der afferenten Arteriole der Ratten-
niere der NHE1 vorhanden ist und den pH-Wert in den Zellen der afferenten Arteriole
reguliert. Das stimmt mit der allgemeinen Uberzeugung iiberein, dass der NHE1 ubiquitir in

eukariotischen Zellen verteilt ist und eine seiner beiden Hauptaufgaben die Konstanthaltung
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des pH, darstellt (Wakabayashi et al., 1997 und Yun et al., 1995, zitiert in Praetorius et al.,
2000). Allerdings ist auch die Existenz von NHE2 sehr wahrscheinlich. Die nachgewiesenen
kreislaufspezifischen Wirkungen von ,,1522* und seine hemmende Wirkung auf die Reninse-
kretion sind moglicherweise nicht iiber die Wirkung auf den plasmalemmalen NHE2 in den
reninsezernierenden Zellen zu erkliren, da eine Ansduerung des Cytoplasma eine Stimulation
der Reninsekretion bewirkt (Fray und Laurens, 1981) (Kap. 1.3.1.6). Es sei noch darauf
hingewiesen, dass bei den Experimenten mit ,,1522% kein Unterschied zwischen weiter
proximal gelegenen Gefafiregionen und den weiter distal gelegenen festgestellt werden
konnte (Kap. 3.6.1.1). Es kann also nicht entschieden werden, ob die Ursache der pH-Wert-
Anderung nach NHE2-Blockade in den reninsezernierenden Zellen oder den glatten Muskel-
zellen der weiter proximal gelegenen Arteriolenteile zu suchen ist. Wie weiter vorne bereits
erwéhnt, sind diese Zellen iiber gap junctions miteinander verbunden.

Eine weitere Moglichkeit fiir die Wirkung von ,,1522 wire eine Lokalisation des NHE2 in
der Membran der reninhaltigen Vesikel, in denen ein saurer pH-Wert von 5,5 herrscht (Kap.
1.3.1; Taugner und Hackenthal, 1989). Die Cathepsine, die Prorenin in aktives Renin umwan-
deln, sind in saurem Medium aktiver als in alkalischem Medium. Falls eine Hemmung des
NHE?2 in der Membran der Reningranula stattfinden sollte, wiirde diese wahrscheinlich zu
einer Alkalisierung der Vesikelfliissigkeit fithren, was letztendlich eine verminderte Akti-
vierung von Renin und damit eine verminderte Reninsekretion nach sich zdge. Dariiber
konnte die beobachtete reninsekretionshemmende Wirkung von ,,1522 erklart werden.

In dieser Arbeit wurde auch versucht, den pH-Wert in den reninhaltigen Vesikeln zu be-
stimmen. Es konnte jedoch keine pH-Anderung durch ,,1522° (5 uM) festgestellt werden
(Kap. 3.6.3, Abb. 3.40). Der verwendete Fluoreszenzfarbstoff LysoSensor Green ist al-
lerdings nicht sehr empfindlich und die Messung in den reninhaltigen Vesikeln ist mit der
hier verwendeten Anlage mit ihrer geringen rdumlichen Auflosung (Abb. 2.2) relativ schwie-
rig. AuBBerdem fiihrt ,,1522% (5 pM) zu einer Ansduerung des cytosolischen pH-Wertes (Kap.
3.6.1), was einer hypothetischen Alkalisierung der Vesikel entgegengestanden hitte. Obwohl
hier keine pH-Wert-Anderung mit ,,1522% nachgewiesen werden konnte, kann man daraus
nicht schlieflen, dass der NHE2 nicht auf der Membran der Granula vorhanden ist bzw.

,»1522% keinen Einfluss auf den intravesikuldren pH-Wert hat.
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5. Zusammenfassung

Das Renin-Angiotensin-System ist neben dem Sympathikotonus das wichtigste Effekt-
orsystem zur Regulation von Blutdruck sowie Salz- und Wasserhaushalt des Menschen. Die
Aktivitit des Renin-Angiotensin-Systems wird gesteuert iiber die Sekretionsrate des Renins,
die von verschiedenen Regulationsmechanismen und einer Vielzahl von Faktoren kontrolliert
wird. Zwei entscheidende sekundire Botenstoffe in diesem System sind das cAMP und das
freie cytoplasmatische Ca**. cAMP wirkt stimulatorisch, [Ca®"]; inhibitorisch auf die Renin-
sekretion, und es ist unklar, welche der beiden Substanzen die zentrale Rolle innehat. Die
inverse Verkniipfung zwischen der freien cytoplasmatischen Ca’’-Konzentration und der
Reninsekretionsrate ist fiir ein sekretorisches System sehr ungewdhnlich (,,Calciumpara-
dox*); typischerweise wie z.B. in der B-Zelle oder dem synaptischen Bléschen stimuliert Ca**
die Exocytose.

In dieser Arbeit sollte die Wirkung verschiedenen Stimuli (Angiotensin II, Adenosin und
cAMP) auf [Ca®"], untersucht werden. Dazu wurde am Modell der isolierten Glomeruli mit
anhiingender afferenter Arteriole aus den Nieren von Ratten und Miusen die Anderung von
[Ca*"], mit Hilfe des Ca**-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2 gemessen. Im Allgemeinen
wurden kochsalzarm erndhrte Tiere verwendet, bei denen die Anzahl der reninserzernieren-
den Zellen im Vas afferens deutlich erhoht ist; im distalen Teil des Gefdl3es am Eintritt in das
Glomerulum ist die Wahrscheinlichkeit, reninsezernierende Zellen zu finden ~ 80%. Diese
Region stand im Fokus der Untersuchungen.

Im ersten Teil der Arbeit wurden die Wirkungen von ANG II und cAMP auf [Ca®']; unter-
sucht. ANG II, das wichtigste Effektorpeptid des RAAS, erhohte iiber Stimulation der AT, -
Rezeptoren konzentrationsabhingig [Ca®]; (EC5, ~ 5 - 10 nM). Diese Konzentrations-
abhédngigkeit ist in Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Miusen und den entsprechenden
Wildtyp-Miusen gleich. Die Erhohung des [Ca*'], kann in Peak- und Plateauphase unter-
gliedert werden, die auf die Entleerung intrazelluldrer Speicher (Peak) und Einstrom von Ca**
aus dem Extrazelluldrraum zuriickzufiihren sind. Bei ANG II (3 nM) zeigten die Experimente
an afferenten Arteriolen der Ratte, dass ~ 45 % der Ca**-Erhéhung auf einem Ca**-Einstrom
beruhen, der iiberwiegend durch speicheraktivierte Ca**-Kanile (SOCCs) erfolgt; spannungs-
aktivierte Ca*"-Kanile spielten keine Rolle.

cAMP-Erhohung durch verschiedene Stimuli bewirkte (entgegen den Erwartungen) ebenfalls
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eine Erhohung der cytoplasmatischen Ca?*-Konzentration. Dieses Phinomen ist spezifisch fiir
die afferente Arteriole der Rattenniere, da cAMP-Erhohung in der afferenten Arteriole der
Maus und in grosseren GefiBen der Rattenniere die basale [Ca®']; nicht beeinflusste bzw. ein
Absinken von [Ca®"], bewirkte. Verschiedene Beobachtungen stiitzen die Hypothese, dass
dieser sehr spezielle Effekt von den reninsezernierenden Zellen ausgeht. Die Erh6hung von
[Ca?"], nach cAMP-Stimulation beruht zu > 90% auf einen Ca*"-Einstrom von auBen durch
SOCC:s, die sich aber von denen, die bei der Stimulation mit ANG II rekrutiert werden,
unterschieden; wieder spielen spannungsaktivierte Ca’*-Kanile keine Rolle. Der Proteinkina-
se A-Inhibitor H89 kann die [Ca®'],-Erhohung durch cAMP nicht verhindern, was fiir eine
direkte Interaktion von cAMP mit den SOCCs spricht.

Dieses Phdnomen muss nicht unbedingt gegen das ,,Calciumparadox* der Reninsekretion
sprechen. Die beobachtete Erhéhung von [Ca®‘]; war im Mittel kleiner als die, die durch
ANG II (3 nM) hervorgerufen wird; zur Hemmung der Reninsekretion konnten stirkere Ca?'-
Transienten notig sein, bzw. kann es von der cAMP- und [Ca**]; abhéingig sein, welcher der
beiden Prozesse (Hemmung oder Stimulation der Reninsekretion) tiberwiegt.

Im zweiten Teil wurde die Wirkung von Adenosin auf [Ca®], untersucht. Adenosin stellt iiber
Adenosin A -Rezeptoren einen wichtigen Inhibitor der Reninsekretion dar, wobei jedoch die
weitere Signalkette dieser Inhibition noch nicht geklért ist: Man konnte spekulieren, dass
iiber die Phosphatidyl-Inositoltrisphosphat (IP,)-Kaskade [Ca®‘]; erhoht und /oder durch
Hemmung der Adenylatcyclase die cAMP Konzentration herabgesetzt wird. In den hier
vorgestellten Experimenten wurde im wesentlichen der Adenosin A,-Rezeptor-selektive
Agonist N°-Cyclohexyladenosin (CHA) verwendet. Bei der optimalen Konzentration von 1
uM rief CHA in ungefihr 50 % der Fille einen Anstieg von [Ca®]; in den reninsezernieren-
den Zellen hervor, der 40 % der ANG II (3 nM) Antwort betrug. Trotz aller Anstrengung
konnte die Variabilitit des Effektes nicht vermindert werden; es gab lange Perioden, in denen
tiberhaupt keine Antwort auf CHA zu erzielen war. Daher konnte dieser Effekt nicht genauer
charakterisiert werden. Die Ergebnisse gaben keinen Hinweis darauf, dass ein endogener
Adenosintonus [Ca®"], in den reninsezernierenden Zellen moduliert. Adenosin und ANG 11
wirken nachgewiesenerweise synergistisch auf die Konstriktion des Vas afferens und die
Hemmung der Reninsekretion. Beziiglich [Ca*"]; zeigte sich in den Versuchen dieser Arbeit

diese Synergie wenn iiberhaupt, dann nur sehr schwach; diese Versuche sind in ihrer Aus-
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sagekraft durch die Variabilitit des CHA-Effektes stark eingeschrinkt. Ferner war, wie
bereits oben erwihnt, die konzentrationsabhiingige Erhéhung von [Ca®"]; durch ANG II in
afferenten Arteriolen der Adenosin A,-Rezeptor-knock-out Maus und der entsprechenden
Wildtyp-Maus nicht voneinander verschieden.

Im dritten Teil der Arbeit wurden die Wirkungen von zwei subtyp-selektiven Hemmern der
Na'/H"-Austauscher verglichen. Cariporid (NHE1-selektiv) senkte den pH-Wert der renin-
sezernierenden Zellen in Ruhe stérker als der neue NHE2-selektive Inhibitor ,,1522 (Aven-
tis); ,,1522° verzogerte auch die Erholung des pH-Wertes nach Ansduerung.
Zusammentfassend 148t sich sagen, dass die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse darauf
hinweisen, dass Adenosin seine reninsekretionshemmende Wirkung nicht durch eine Erho-
hung von [Ca®"); erzielt; der Effekt auf [Ca*"]; war schwach und sehr variabel. Hingegen
steigerte der Sekretionsagonist cAMP die [Ca®*], reproduzierbar. Damit geben diese Ergeb-
nisse keinen Hinweis auf eine zentrale Rolle der freien cytoplasmatischen Ca**-Konzen-

tration fiir Wirkungen von Adenosin und B-adrenerger Stimulation auf die Reninsekretion.
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