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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

In Deutschland ist jeder funfte Bundesbulrger im Alter von uber 40 Jahren an
Bluthochdruck (Hypertonie) erkrankt. Dies entspricht einer Zahl von insgesamt
12 bis 15 Millionen Menschen im Bundesgebiet (www.hochdruckliga.de).
Chronische Hypertonie hat unbehandelt weitreichende Folgen fir den
Betroffenen. Durch den hohen Blutdruck kommt es zu Schadigungen am
Blutgefalisystem mit den Folgen der Arterienverkalkungen (Arteriosklerose) und
Durchblutungsstérungen von z.B. Herz, Gehirn, Niere oder auch den
Extremitaten. Die Durchblutungsstérungen flihren so zu Herzinfarkt, Hirnschlag
oder zum Nierenversagen mit den damit verbundenen gesundheitlichen
Konsequenzen. Die Hypertonie ist damit einer der wichtigsten Risikofaktoren fur
Herzkreislauferkrankungen. Zur Vorbeugung von Folgeschaden muss der hohe
Blutdruck gesenkt werden.

Die Niere ist das wichtigste Organ in der Regulation des Kdorperwassers, der
Elektrolyte und des Blutdrucks (Churchill (1995)). Einfluss auf diese Faktoren
ubt die Niere unter anderem Uber das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS) aus. Dieses System stellt heute einen der wichtigsten Angriffspunkte in
der Behandlung der Hypertonie dar. Pharmakologisch besteht die Moglichkeit in
das RAAS mit ACE-Hemmern (Inhibitoren des angiotensin converting enzyme)
und ATq-Blockern (Blocker des Angiotensin Il AT -Rezeptors) einzugreifen.
Physiologisch stellt die Sekretion des Renin aus den reninsezernierenden
Zellen der Niere den wichtigsten Schritt in der Aktivierung des RAAS dar. Ware
es moglich schon die Reninsekretion zu verhindern, wurden weitere
Therapeutika in der Behandlung der Hypertonie zur Verfligung stehen. Im
Folgenden soll das RAAS und seine komplexe Regulierung sowie die

Modulation der Reninsekretion dargestellt werden.
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1.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das RAAS ist eines der wichtigsten Systeme zur Regulation des extrazellularen
Flussigkeitsvolumens, des Salzhaushaltes und des Blutdrucks (Churchill
(1995)). Eine Aktivierung des RAAS geschieht durch einen Blutdruckabfall, eine
Abnahme des Plasmavolumens und durch Kochsalzentzug. Durch die
Aktivierung des RAAS kommt es zu einer Zunahme des arteriellen Blutdrucks,
des Herzminutenvolumens und der kardialen Vor- und Nachlast.

Die Synthese, Speicherung und Freisetzung des Renin erfolgt durch
spezialisierte Zellen der Niere, den juxtaglomerularen Zellen (Barajas (1979)).
Das Gen fur menschliches renales Renin besteht aus 10 Exons und 9 Introns,
aus deren Code die mRNA (messenger Ribonucleinsaure) transkribiert wird.
Die Translation dieser mRNA zum Protein fuhrt zur Entstehung des
Praprorenin, einer frihen Vorstufe des Renin. Das Praprorenin besitzt 401
Aminosauren. Aus dieser Vorstufe entsteht im endoplasmatischen Retikulum
durch Abspaltung eines Signalpeptides (20 Aminosauren) und durch
Glykosylierung das inaktive Prorenin, bestehend aus 381 Aminosauren. Im
Golgi-Apparat wird das Prorenin in Vesikel verpackt. Dort kommt es zur
Abspaltung von 46 Aminosauren vom N-terminalen Ende des Molekils und
dadurch zur Bildung des aktiven Renin (Kurtz (1989)). Die Aspartylprotease
Renin besitzt in ihrer aktiven Form ein Molekulargewicht von ca. 44 kDa. Renin
spaltet mit hoher Substratspezifitat von seinem Substrat, dem in der Leber
gebildeten Glykoprotein Angiotensinogen, das Dekapeptid Angiotensin |
(ANG 1) ab, aus dem durch weitere Abspaltung eines Dipeptids mit Hilfe der
Protease ACE das hochaktive Oktapeptid Angiotensin II (ANG Il) entsteht
(s. Abb. 1). ANG Il stellt das wichtigste Effektormolekul im RAAS dar. In den
glatten Muskelzellen der BlutgefalBwande bindet ANG Il an den AT4-Rezeptor.
Der ATi-Rezeptor gehort zur Familie der sieben Transmembrandomanen-
Rezeptoren, welche Gi-Protein gekoppelt arbeiten. Bei Aktivierung des
Rezeptors kommt es zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC), die eine

Spaltung des Membranphospholipides Phosphatidylinositol-4-5-bisphosphat
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Abb. 1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (nach Rauch (2000))

(PIP2) katalysiert. Dabei entsteht Inositol-(1,4,5)-trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG). IP3 bindet intrazellular an den IP3-Rezeptor, welcher eine

Freisetzung von Ca®*-lonen aus dem endoplasmatischen Retikulum bewirkt
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(Berridge und Irvine (1984)). Die Erhdéhung der intrazellularen
Ca?*-Konzentration ([Ca®'])) hat eine Kontraktion der glatten Muskelzellen und
somit eine Verkleinerung des Gefal3querschnittes mit der Erhohung des
Gefallwiderstands zur Folge. Ein weiterer Effekt des ANG Il ist die Freisetzung
des Mineralocorticoides Aldosteron, ebenfalls durch die Aktivierung des
ATq-Rezeptors, aus der Zona glomerulosa der Nebennierenrinde. Aldosteron
bindet in den Zellen des distalen Tubulus des Nephrons an den
Aldosteronrezeptor. Dieser Steroidrezeptor fuhrt nach Aktivierung zur
gesteigerten Biosynthese von Na'-Kanalen, die in die Zellmembran integriert
werden und eine vermehrte Riickresorption von Na*-lonen und Wasser in der
Niere verursachen. Dies fuhrt zu einem gesteigerten Blutvolumen mit dem
Resultat der Blutdruckerh6hung. Ein weiterer wichtiger Effekt ist die Aktivierung
des sympathischen Nervensystems durch ANG Il. Der erhohte
Sympathikotonus bewirkt eine Freisetzung von Katecholaminen aus dem
Nebennierenmark, welche durch Steigerung der Herzarbeit und Erhdhung des
GefalRwiderstands ebenfalls zu einer Blutdruckerhdhung fiuhren. Weitere
extrarenale Effekte, die zur Regulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes
beitragen, sind die Freisetzung von ADH aus dem Hypophysenhinterlappen und
die Aktivierung hypothalamischer Zentren zur Auslosung des Durstgefuhls.
Auch diese Mechanismen fuhren zur Erh6hung des intravasalen Volumens und
dadurch zur Erhéhung des Blutdrucks. Uber einen negativen
Ruckkopplungsmechanismus hemmt ANG Il die Freisetzung von Renin aus den

juxtaglomerularen Zellen der Niere.

1.2 Der juxtaglomerulare Apparat

Die kleinste funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron (s. Abb. 2). Eine
menschliche Niere besitzt ca. 1-1,2 Millionen dieser Einheiten. Das Nephron
dient der Produktion des Urins und besteht aus dem Nierenkdrperchen sowie

dem anhangenden Tubulussystem, welches sich in den proximalen bzw.
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Nephron juxtaglomerularer Apparat

1. Glomerulum 2. proximaler Tubulus 3. Henle Schleife

4.  distaler Tubulus 5. Macula densa 6. Podozyten

7.  afferente Arteriole 8. efferente Arteriole 9. Endothel

10. glatte Muskelzellen 11.  Kapillaren 12. juxtaglomerulare Zellen
13. extraglomerulares

Mesangium

Abb. 2 Nephron und juxtaglomerularer Apparat (schematisch)

distalen Tubulus sowie die Henle Schleife gliedert. Das Tubulussystem mindet
in das Sammelrohrsystem, welches den Urin in das Nierenbecken leitet. Die
Blutversorgung der Niere geschieht durch die Arteria renalis, die aus der Aorta
entspringt. Die Arteria renalis verzweigt sich nach dem Eintritt in die Niere in die
Arteriae interlobares. Daraus entspringen die Arteriae arcuatea, aus denen die
Arteriae interlobulares hervorgehen. Aus diesen entspringen schlieRlich die
afferenten Arteriolen, die die einzelnen Nierenkorperchen versorgen, ein
Kapillarnetz bilden und sich anschlielend wieder in den efferenten Arteriolen
vereinigen.

Der juxtaglomerulare Apparat besteht aus dem Glomerulum, der afferenten und

efferenten Arteriole, dem extraglomerularen Mesangium und dem distalen
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Tubulus mit der Macula densa. In diesem Bereich kommunizieren das tubulare
und das vaskulare System der Niere miteinander (Barajas (1979)). Die Wand
der afferenten Arteriole wird mikroskopisch in drei Schichten eingeteilt. Die
innerste Schicht besteht aus Endothelzellen (Tunica intima). Die mittlere
Schicht (Tunica media) setzt sich im proximalen Anteil aus glatten Muskelzellen
im distalen Anteil, ca. 10 — 40 ym proximal des Eintritts der afferenten Arteriole
in das Glomerulum, Uberwiegend aus den juxtaglomerularen Zellen zusammen.
Die aullerste Schicht (Tunica adventitia) besteht aus lockerem, kollagenem
Bindegewebe. In manchen afferenten Arteriolen sind die juxtaglomerularen
Zellen bis 100 ym vom Glomerulum entfernt zu finden, in anderen befinden sich
keine dieser Zellen (Buhrle et al. (1984)). Die efferenten Arteriolen enthalten
eine wesentlich geringere Anzahl juxtaglomerularer Zellen (Taugner et al.
(1982)). Die juxtaglomerularen Zellen stellen den Ort der Produktion und
Sekretion des Botenstoffs Renin dar. Diese Zellen entstehen wahrend der
Embryogenese aus dem Mesenchym und besitzen die Fahigkeit, sich weiter in
glatte Muskelzellen der Gefallwand zu entwickeln (Sequeira Lopez et al.
(2001)). Ebenso besitzen die glatten Muskelzellen der GefalRwand die
Fahigkeit, sich bei Aktivierung des RAAS in reninsezernierende Zellen
ruckzuwandeln (Buhrle et al. (1984)). Dieser Mechanismus dient der
Anpassung an unterschiedliche physiologische Bedingungen und wird als
metaplastische Transformation (Cantin et al. (1977)) bezeichnet. Diese
Anpassungsvorgange haben zur Folge, dass es zu jedem Zeitpunkt Zellen gibt,
die sich im Wandel zwischen Transformation und Retransformation befinden, so
genannte intermediare Zellen, die bezuglich ihrer Morphologie und Funktion
(Myofilamente,  Reningranula) zwischen glatten  Muskelzellen  und
reninsezernierenden Zellen anzusiedeln sind (Hackenthal et al. (1990)). Die
reninsezernierenden Zellen erscheinen mikroskopisch als relativ plumpe Zellen.
Sie sind mit vielen Fortsatzen versehen und weisen im Zytoplasma kaum
Myofilamente, jedoch viele Reningranula auf (Hackenthal et al. (1990)). Diese
Reningranula sind Ort der Speicherung des Renin. Sie sind vermutlich

lysosomaler Natur, in ihnen herrscht ein saurer pH-Wert (pH 5,5, Taugner und
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Hackenthal (1989)). In ihnen konnte Taugner et al. (1985) Cathepsin B und D
nachweisen. Speziell Cathepsin B wird, in Verbindung mit dem sauren pH-Wert,

als Hauptkandidat fur die Aktivierung von Renin angesehen.

1.3 Regulation der Reninsekretion

Der juxtaglomerulare Apparat ist das Zentrum der Speicherung und Freisetzung
von Renin aus den dort angesiedelten reninsezernierenden Zellen. Diese
anatomische Struktur besteht aus afferenter und efferenter Arteriole, dem
distalen Tubulus, der Macula densa und dem extraglomeruldren Mesangium
(Schnermann (2003)). Der juxtaglomerulare Apparat stellt ein wichtiges System
von Regulationsmoglichkeiten der Reninsekretion dar. Die Regulation der
Reninsekretion muss sehr genau erfolgen, da das RAAS ein sensibles System
darstellt. So ist es nicht verwunderlich, dass es sich bei den
Regulationsvorgangen um komplexe Zusammenspiele von vielen Faktoren
handelt. Zur einfacheren und verstandlicheren Darstellung wurden die

Regulationsmechanismen in drei Ebenen untergliedert:

1. Ebene: Zellulare Ebene mit den intrazellularen Signalwegen

. Ca*

. cAMP

. cGMP

. Membranpotential
. Osmolaritat

2. Ebene: Mediatoren, Hormone und weitere Botenstoffe
. Angiotensin Il (ANG 1)

. Adenosin
. NO
. Arachidonsaure und ihre Metabolite

3. Ebene: Physiologische Vorgange, die den Gesamtorganismus betreffen
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. Der Barorezeptormechanismus

. Der tubuloglomerulare Feedbackmechanismus

. Das sympathische Nervensystem
1.31 Regulation der Reninsekretion durch zelluldare Faktoren
1311 Calcium in der Regulation der Reninsekretion

1.3.1.1.1 Die intrazellulare Ca?-Konzentration in der Regulation der

Reninsekretion

Ca® ist in vielen Zellen ein second messenger. Extrazelluldre Faktoren (first
messenger) erhohen, zumeist auf unterschiedliche Arten, die intrazellulare
Ca?*-lonenkonzentration ([Ca?'])) und (iben so ihre intrazelluldren Effekte aus.
In typischen sekretorischen Zellen wird durch eine Erhdhung der [Ca®']; die
Sekretion ausgeldst oder verstarkt. Die [Ca®*], dient auch als wichtiges
Werkzeug in der Regulation der Reninsekretion (Kurtz (1989)). Fray (1977)
erreichte eine Stimulation der Reninsekretion durch Perfusion der isolierten
Rattenniere mit Ldsungen niedriger Ca®*-Konzentration. Park et al. (1981)
zeigten in ihren Experimenten, dass nach Blockade von Ca*-Kanilen mit
Verapamil die Reninsekretion durch reninsekretionshemmende Botenstoffe
nicht mehr vermindert werden konnte. Churchill und Churchill (1987) konnten
mit dem Ca**-Kanalagonisten BAY K 8644 die basale Rate der Reninsekretion
herabsetzen. Mehrere Autoren bestatigten somit die Hypothese, dass ein
Anstieg der [Ca®*] in den juxtaglomeruldren Zellen die Reninsekretion
vermindert (Fray und Park (1986), Scholz et al. (1994b), Kurtz (1989)). Churchill
(1985) bezeichnete Calcium damit als einen inhibitorischen second messenger
in juxtaglomerularen Zellen. Heute spricht man vom ,Calciumparadoxon®, d.h.
bei einer Erhdhung der [Ca2+]i kommt es zur Verminderung der Reninsekretion
und vice versa. Eine mdgliche Erklarung des Calciumparadoxon lieferten
Taugner et al. (1988). Die juxtaglomerularen Zellen befinden sich, je nach

Aktivitatszustand des RAAS, in unterschiedlichen Stadien der Transformation
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zwischen glatten Muskelzellen und epitheloiden sekretorischen Zellen (Taugner
et al. (1984)). Somit besitzen die Zellen einen unterschiedlichen Gehalt an
kontraktilen Filamenten, die sich vorwiegend in der intrazellularen Peripherie
nahe der Zellmembran befinden und dort ein Netzwerk ausbilden. Kommt es
zur Erhdhung der [Ca?'], so reagieren die Myofilamente der Zelle mit einer
Kontraktion und verkleinern die Poren zwischen den Filamenten so, dass die
sekretorischen Vesikel die Zellmembran nur erschwert erreichen konnen und
dadurch die Sekretion des Renin verhindert wird. Eine andere Hypothese
schlugen Park et al. (1992) vor. Sie fanden heraus, dass der inhibitorische
Effekt von Ca®*-lonen durch Calmodulin, das von glatten Muskelzellen bekannt
ist, vermittelt wird bzw. die sekretorischen Schritte der Reninsekretion durch
den Ca®"-Calmodulin-Komplex moduliert werden. Ein Anschwellen der
Reninvesikel durch Einstrom von Wasser in die Vesikel fuhrt zur Sekretion,
wobei der Ca?*-Calmodulin-Komplex die osmotische Schwellung der
Reninvesikel verhindert und dadurch die Reninsekretion verringert. Jensen und
Skegtt (1994) vermuteten, dass die Stimulation der Reninsekretion nicht direkt
abhangig von der [Ca?'], sondern von der intrazelluldren Cl-Konzentration
([CI];) ist. Die Inhibition der Reninsekretion soll indirekt durch den Anstieg der
[Ca?*]i in den juxtaglomeruldren Zellen erfolgen. Der Einstrom von Ca®*-lonen
filhrt zur Aktivierung von Ca®*-abhiangigen Cl-Kanalen und damit zu einem
Ausstrom von Cl'-lonen aus der Zelle mit dem Resultat der Zellschrumpfung
und Verminderung der Reninsekretion. Diese Erklarungen stellen Hypothesen
dar, der exakte Mechanismus des Calciumparadoxons ist bis heute nicht

vollstéandig aufgeklart.

1.3.1.1.2 Die Calcium Homoostase der reninsezernierenden Zellen

Da Ca*-lonen wichtige intrazelluldre Steuerungsprozesse iibernehmen, muss
ihre Konzentration innerhalb der Zelle exakt reguliert werden. Unter
physiologischen Bedingungen betrigt die extrazelluldre Ca?*-Konzentration

([Ca*"ls) ca. 10° M, die [Ca®] in den juxtaglomeruldren Zellen ca.
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107 M. Zusammen mit dem Membranpotential besteht dadurch ein hoher
elektrochemischer Gradient, der die treibende Kraft fir einen Ca®*-Einstrom in
die Zelle darstellt (Churchill (1985)). Um diesen Gradienten aufrecht zu
erhalten, muss die Zelle in der Lage sein, Ca**-lonen aus dem Cytosol zu
pumpen. Solche Pumpmechanismen stellen der Na*-Ca®*-Austauscher und die
Ca?*-ATPasen dar (s. Abb. 3). Beide Mechanismen filhren zu einem nach
extrazelluldr gerichteten Ca®*-Transport (Karaki et al. (1997)). Der
Na*-Ca®"-Austauscher nutzt den elektrochemischen Gradienten fiir Na*-lonen
aus, der durch die Na*-K'-ATPase aufrechterhalten wird und verwendet die
Energie fiir den Transport von Ca®*-lonen aus dem Cytosol. Die Ca?*-ATPasen
nutzen die Energie, die bei der Spaltung von ATP in ADP entsteht, um gegen

den elektrochemischen Gradienten Ca®*-lonen aus der Zelle zu beférdern oder

a) b) c)

-] ) +
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T I

Q ATP = o ATP
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“—$Na'-K'-ATPase
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= = ' Ca”-ATPase s > v
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= = Retikulum

Ca ATP 5
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Abb. 3 Mechanismen der Ca**-Homdostase der juxtaglomerularen Zellen

a) Entfernung von Ca**-lonen aus dem Cytosol mit Hilfe des Na*-Ca®*-Austauscher, der den
elektrochemischen Gradienten von Na® als Energielieferant benutzt.

b) Herauspumpen von Ca *_lonen aus der Zelle durch die Ca*-ATPase. Dieser Transporter
bezieht seine Energle aus der Spaltung von ATP in ADP+P, um den elekirochemischen
Gradienten von Ca® zu tiberwinden.

c) Speicherung von Ca”*-lonen im endoplasmatischen Retikulum mit Hilfe eines ATP-
abhangigen Transporters (SERCA). Auch hier wird die Energie aus der Spaltung von ATP
gewonnen.

10
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in das endoplasmatische Retikulum zu pumpen (Karaki et al. (1997)).
Intrazellular besteht die Mdglichkeit fir die Zellen Ca?**-lonen im
endoplasmatischen Retikulum und in den Mitochondrien zu speichern. Die
Ca**-lonen gelangen mittels der endoplasmatischen Ca?*-ATPase (SERCA) in
das endoplasmatische Retikulum (Wuytack et al. (1982)). Der Speicherung von
Ca?*-lonen in den Mitochondrien kommt hierbei eine eher untergeordnete Rolle
zu. Die relative GroRe des mitochondrialen Ca?*-Pools betragt nur ca. 1:20
gegeniiber dem endoplasmatischen Ca**-Pool (Karaki et al. (1997)). Um einen
Anstieg der [Ca®']i zu erreichen, kann die Zelle mehrere Mechanismen in
Anspruch nehmen. Die Ca?*-lonen kénnen aus dem Extrazellularraum in die
Zelle stromen, aus den intrazellularen Speichern (z.B. endoplasmatisches
Retikulum) freigesetzt werden und durch Gap junctions aus benachbarten
Zellen einstromen.

Bisher konnten mehrere Ca?*-Kanalfamilien gefunden werden:
Spannungsaktiviete Ca®"-Kandle (VOCC’s; voltage operated calcium
channels), Rezeptor-aktivierte Ca®*'-Kandle (ROCC'’s; receptor operated
calcium channels) und Speicher-aktivierte Ca®*-Kandle (SOCC'’s; store

operated calcium channels).

1.3.1.1.2.1 Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration durch spannungs-
abhangige Ca?*-Kanale (VOCC's)

Wie die glatten Muskelzellen der GefaRwande besitzen juxtaglomerulare Zellen
spannungsabhangige Ca®*-Kanéle (Cay), die sich durch eine Depolarisation der
Zelle 6ffnen und so einen Ca?*-Einstrom in die Zelle ermdglichen (Churchill
(1985), Kurtz (1989)). Es gibt funf unterschiedliche Subtypen dieser Kanale, L-,
T-, N-, P/Q- und R-Typ. Sie sind durch die Zusammensetzung der
Untereinheiten (a4, ay, B, y, ®) des Kanals, wovon jeder Kanal bis zu flunf
besitzt, definiert (Ubersichtsarbeiten Catterall et al. (2002), Ertel et al. (2000)).
Gordienko et al. (1994) konnte durch die Patch-clamp Methode zeigen, dass in

glatten Muskelzellen der afferenten Arteriole der Rattenniere T-Typ Ca?*-Kanéle

11
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(low voltage activated, Cay3.x) und L-Typ Ca**-Kandle (high voltage activated,
Cay1.x) vorhanden sind. Hansen et al. (2001) wies in der afferenten Arteriole
der Rattenniere Untereinheiten der Kanale Cay1.2, Cay3.1 und Cay3.2 und
somit ebenfalls T-Typ Ca*-Kanidle und L-Typ Ca®*-Kanile nach. In der
efferenten Arteriole konnten dagegen bisher keine L-Typ Ca*-Kanale
nachgewiesen werden (Feng et al. (2004)). Hansen et al. (2000) konnten in der
afferenten Arteriole und im extraglomerularen Mesangium (EGM) der
Rattenniere zusatzlich noch einen P-/Q-Typ Ca?*-Kanal (Cay2.x) nachweisen.
Hierbei handelt es sich um einen spannungsabhangigen Ca**-Kanal, der aus
dem Nervengewebe bereits bekannt ist (Catterall et al. (2002)). Scholz et al.
(1991) gelang kein Nachweis von VOCC's in den juxtaglomerularen Zellen der
Rattenniere. Scholz und Kurtz (1995) fanden ebenfalls keinen Anhalt fur
Cay-Kanale an juxtaglomerularen Zellen der afferenten Arteriole der
Mauseniere. In grélkerer Entfernung vom reninpositiven Bereich der afferenten
Arteriole konnten sie jedoch in glatten Muskelzellen VOCC's durch die Patch-
clamp Methode nachweisen. T-Typ Ca’*-Kandle offnen sich bei einem
Membranpotential von ca. — 50 mV und zeigen eine rasche Aktivierung und
Inaktivierung (Fox et al. (1987), Ubersicht in Perez-Reyes et al. (1998)).
L-Typ Ca?*-Kanale 6ffnen bei einem Membranpotential von ca. — 40 mV und
zeigen eine langsamere Kinetik in der Aktivierung und Inaktivierung (Fox et al.
(1987)). P-/IQ-Typ Ca*-Kandle zeigen im Vergleich zu L-Typ
Ca?*-Kanalen eine noch langsamere Kinetik und werden stark durch G-Protein
gekoppelte intrazellulare Vorgange moduliert (Hansen et al. (2000)). T-Typ
Ca?*-Kanile und L-Typ Ca**-Kanéle kooperieren gemeinsam und kontrollieren
den Ca**-Influx in glatten Muskelzellen der afferenten Arteriole (Feng et al.
(2004)). Die Rolle der P-/Q-Typ Ca**-Kanéle ist hier noch nicht vollstindig und
abschliellend geklart. Wie aus dem vorangegangenen Kapitel ersichtlich, sind
die Angaben Uber die Existenz und Funktion von T-Typ- und
L-Typ-Ca**-Kanalen in juxtaglomeruldren Zellen teilweise kontrovers und daher

sicherlich nicht abschliel’end geklart.
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1.3.1.1.2.2 Beeinflussung der intrazellularen Ca?*-Konzentration durch
Rezeptor-aktivierte Kanale (ROCC'’s) in den juxtaglomerularen
Zellen der Niere

ROCC’s fuhren nach Bindung des Liganden an den Rezeptor - direkt oder
indirekt - Uber einen second messenger zu einer lokalen
Permeabilitatserhdhung der Zellmembran fur unterschiedliche lonen oder zu
einer Entleerung von intrazelluldren Ca?*-Speichern. Angiotensin Il, Adenosin,
Vasopressin, Endothelin und a-Adrenozeptor-Agonisten (z.B. Noradrenalin)
fiilhren zu einer Erhdhung der [Ca®']; durch Aktivierung von ROCC’s und
dadurch zu einer Hemmung der Reninsekretion (Churchill (1985)).
Angiotensin Il, Adenosin und Vasopressin aktivieren die PLC in den
reninsezernierenden Zellen und flihren dadurch zur Synthese von IP; und DAG
(Kurtz (1989), Rossi et al. (1987a)). IP; setzt Ca®"-lonen aus dem
endoplasmatischen Retikulum in das Cytosol frei (Churchill (1995)). DAG
aktiviert die Proteinkinase C (PKC), die die Offnungswahrscheinlichkeit von
Ca*-Kandlen erhéht und dadurch den Ca®-Einstrom in die
reninsezernierenden Zellen verstarkt (Kurtz (1989), Scholz et al. (1991), Dixon
et al. (1994)). Endothelin verursacht eine Erhdhung der [Ca®*'] in glatten
Muskelzellen der Arteria mesenterica von Ratten durch Aktivierung der
ADP-Ribosylcyclase und der damit verbundenen Produktion von cADP-Ribose.
cADP-Ribose bindet intrazellular an den Ryanodin-Rezeptor des
endoplasmatischen Retikulums und verursacht eine Entleerung dieses
Calciumspeichers (Giulumian et al. (2000)). Fellner und Arendshorst (2000)
konnten den Ryanodin-Rezeptor auch in glatten Muskelzellen der afferenten
Arteriole der Rattenniere nachweisen. Dies ware ein mdglicher Weg, die
Freisetzung von Renin durch Endothelin zu hemmen. Die Hypothese ist jedoch
noch nicht vollstandig geklart. Noradrenalin, ein Agonist des a4-Rezeptors, fuhrt
in den reninsezernierenden Zellen zu einer Aktivierung der PLC, wobei das
dabei gebildete DAG und die Aktivierung der PKC eine wichtige Rolle bei der
Erhdhung der [Ca?']; spielt (Helliwell und Large (1997)). Albert und Large (2002)

konnten an glatten Muskelzellen der Pfortader zeigen, dass die Erhdhung der
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[Ca®]; durch Noradrenalin unabhangig von IP; stattfand, jedoch unter Blockade
der PKC nicht mehr beobachtet werden konnte. Dasselbe konnte Salomonsson
et al. (1997) an der afferenten Arteriole von Kaninchen nachweisen. Durch eine
Entleerung von intrazelluldren Ca*-Speichern kommt es zur Offnung von

Speicher-aktivierten Ca?*-Kanalen (SOCC’s) in der Plasmamembran, durch die

Ca” $ § —~ [ PLC

SOCC’s &8
i\mpz IP, + DAG
4ca” Ca” Speicher Cope® G
[Ca"] <qum junktion

Cl. / ]

S8 cADPR R-NAD

Ccr ﬁ—»

Ca2+

G) =) ADPRC g~
- © = b 7
l | W
ET
Renin
Sekretion
m)»> stimulierender Effekt mp hemmender Effekt

Abb. 4 Signaltransduktionswege der ROCC’s. ANG Il und Adenosin (ADO) aktivieren die PLC,
die die Synthese von IP; und DAG aus PIP, startet. IP; verursacht eine Entleerung des
endoplasmatischen Retikulums Uber den IP;-Rezeptor, DAG erhéht die Membranpermeabilitat
fiir Ca®*-lonen auf eine noch unbekannte Weise. Endothelin (ET) aktiviert die ADP Ribose
Cyklase (ADPRC) und steigert damit den intrazellularen Gehalt an cADP Ribose (cADPR).
cADPR entleert intrazellulare Ca**-Speicher durch Stimulation des Ryanodin-Rezeptors am
endoplasmatischen Retikulum. Beide Signaltransduktionswege haben die Aktivierung von
SOCC’s, mit einem Einstrom von Ca®*-lonen in die juxtaglomerulédren Zellen und der Hemmung
der Reninsekretion, zur Folge. (PIP, und DAG sind membranare Lipide, was in der
schematischen Zeichnung jedoch aus raumlichen Griinden nicht dargestellt werden konnte.)
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ein Ca®*-Einstrom in die Zelle von extrazelluldr resultiert (Hoth und Penner
(1992)). Bei der Erhdhung der [Ca®*]; durch die Stimulation von a4-Rezeptoren,
scheinen die Speicher-aktivierten Kanale auch ohne die Freisetzung von
Ca?*-lonen aus dem endoplasmatischen Retikulum aktiviert zu werden (Albert
und Large (2002)).

1.3.1.1.2.3 Einfluss von Speicher-aktivierten Ca?*-Kanalen (SOCC's) auf die

intrazellulare Ca%*-Konzentration von reninsezernierenden Zellen

SOCC sind Ca*-lonen durchldssige Kationen-Kanidle der Zellmembran
(McFadzean und Gibson (2002)). Eine Stimulation der jeweiligen Rezeptoren
fuhrt durch die Synthese von |P; oder ADP-Ribose zur Entleerung von
intrazellularen Ca?*-Speichern (s. Kap.1.3.1.1.2.2) und zur Offnung von SOCC’s
(Schulz und Krause (2004)). SOCC’'s gehéren zur Familie der
TRP-Kanale (transient receptor potential) (McFadzean und Gibson (2002)). Die
Aktivierung dieser Kandle filhrt zu einem Ca*-Einstrom in die Zelle
(Ubersichtsarbeit in Parekh und Penner (1997)). SOCC’s wurden von Fellner
und Arendshorst (1999) in glatten Muskelzellen der afferenten Arteriole der
Niere nachgewiesen und Schweda et al. (2000) konnten zeigen, dass durch
eine Aktivierung der SOCC'’s die Reninsekretion der juxtaglomerularen Zellen
vermindert wird. Der Ca*-Einstrom durch SOCC’s dient vermutlich der
Wiederauffilllung intrazelluldrer Ca®*-Speicher, kann jedoch auch anderweitige
Funktionen, wie die Inhibition der Reninsekretion Ubernehmen (Parekh und
Penner (1997)). Der genaue Signaltransduktionsweg zwischen der
Speicherentleerung und der Aktivierung von SOCC'’s ist bislang noch nicht
bekannt. Diskutiert wurden bisher drei unterschiedliche Modelle der Aktivierung
von SOCC’s (Ubersichtsarbeit in Parekh und Penner (1997), Parekh (2003), Ma
et al. (2000)):
1. die Vesikelfusionshypothese besagt, dass die SOCC’s in Vesikeln
intrazellular vorliegen und die Aktivierung mit dem Einbringen der Kanale

in die Zellmembran durch Exozytosevorgange stattfindet
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2. die direkte ortliche Interaktion des IP3;-Rezeptors mit SOCC’s
die intrazellulare Diffusion von Aktivatormolekulen vom
endoplasmatischen Retikulum zu den SOCC’s

Keiner dieser Wege konnte bisher bewiesen oder ausgeschlossen werden.

1.3.1.2 CAMP in der Regulation der Reninsekretion

Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) gehort, wie Ca**-lonen, zum
System der intrazellularen second messenger. Die Bildung von cAMP aus ATP
wird durch das membranstandige Enzym Adenylatzyklase (AC) katalysiert
(Robison et al. (1968)). Zyklisches AMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), die
weitere Effektormolekile phosphoryliert und dadurch aktiviert. Durch das
Enzym Phosphodiesterase (PDE) wird cAMP zu AMP abgebaut und dadurch
inaktiviert. Mehrere Isoformen dieses Enzyms (PDE3, PDE4A, PDE4B) wurden
in den juxtaglomerularen Zellen bislang beschrieben (Friis et al. (2002)). Eine
Erhdhung der intrazellularen cAMP-Konzentration fuhrt zum Anstieg der
Reninsekretion (Keeton und Campbell (1980)) (s. Abb. 5). Eine Stimulation von
B1-Adrenozeptoren,  Adenosin  Az-Rezeptoren, = Dopamin-D4-Rezeptoren,
metabotropen Glutaminrezeptoren und Prostaglandinrezeptoren flhrte in
zahlreichen Experimenten mehrerer Arbeitsgruppen zur Steigerung der
Reninsekretion (Ubersicht in Keeton und Campbell (1980)). All diese
Rezeptoren steigern durch G-Protein vermittelte Aktivierung der AC die
Synthese von cAMP (Churchill (1995)). Schwertschlag und Hackenthal (1982)
konnten zeigen, dass Forskolin, ein rezeptorunabhangiger Aktivator der AC, die
Reninsekretion ebenfalls erhdoht. Auch die Applikation von membrangangigen
cAMP-Derivaten wie dibutyryl cAMP (db cAMP) flhrte zur gesteigerten
Reninsekretion (Devlin und Leckie (1994)). Theophyllin, ein PDE-Inhibitor,
konnte durch Hemmung des cAMP-Abbaus in den juxtaglomerularen Zellen
ebenfalls zu einer vermehrten Reninsekretion fuhren (Peart et al. (1975),
Viskoper et al. (1977)). Friis et al. (2002) zeigten in ihren Experimenten, dass

die Steigerung der Exozytose von Reninvesikeln durch cAMP von der
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Aktivierung der PKA abhangt. Durch Steigerung der cAMP-Konzentration kann
nicht nur die Sekretion von Renin in den juxtaglomerularen Zellen der Niere
angeregt werden, die Syntheseleistung der Zellen fur dieses Protein wird auch
auf der Ebene der Transkription erhoht (Klar et al. (2002), Persson (2003)). Der

Einfluss von cAMP auf die [Ca®]i wird bisher kontrovers diskutiert.
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Abb. 5 Einfluss von cAMP auf die Reninsekretion in juxtaglomeruldren Zellen am Beispiel des
am B4-Rezeptor angreifenden Noradrenalin (NA). Dargestellt sind auch die unterschiedlichen
Angriffspunkte der experimentell angewendeten Substanzen Theophyllin, Forskolin und
db cAMP. Durch Stimulation des Bs-Rezeptors kommt es zur G-Potein-gekoppelten Aktivierung
der AC mit einer Erhéhung der intrazellularen Konzentration von cAMP und der Steigerung der
Reninsekretion. Zyklisches AMP wird in den Zellen durch die PDE zu AMP inaktiviert.

Kurtz und Penner (1989) berichteten von einer Hemmung der
Ca2+-MobiIisierung in juxtaglomerularen Zellen. Ebenso konnte eine
Verminderung der Ca®*-Permeabilitat der Zellmembran durch cAMP gemessen

werden (Kurtz (1989)). Aus diesen Ergebnissen ware eine Verringerung der
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[Ca®*], durch cAMP ein mdglicher Weg, die Reninsekretion zu steigern.
Laske-Ernst  (2003) dagegen konnte unter Isoprenalin, einem
B-Sympathomimetikum, in Verbindung mit IBMX, einem Phosphodiesterase-
inhibitor, zeigen, dass bei reninsezernierenden Zellen der Rattenniere die
[Ca®*]i durch die cAMP-erhdhenden MaRnahmen anstieg. Die genauen
Signaltransduktionswege mit ihren komplexen Interaktionen sind hier noch nicht

vollstandig geklart.

1.3.1.3 cGMP in der Regulation der Reninsekretion

Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) ist, wie cAMP, ein zyklisches
Nukleosid und gehort zum System der intrazellularen second messenger. Die
Synthese von cGMP erfolgt durch die Guanylatzyklase (GC) (Waldman und
Murad (1987)). Hauptmerkmal der unterschiedlichen GC-Isoenzyme ist die
Lokalisation innerhalb der Zelle. So wurden bisher membranstandige und im
Zytosol geldste Isoenzyme entdeckt (Ubersicht in Waldman und Murad (1987)).
cGMP wird durch die cGMP-Phosphodiesterase zu GMP abgebaut und
inaktiviert. In der Niere wird in diesem Zusammenhang die PDES diskutiert
(Dousa (1999)). Der Einfluss von cGMP auf die Sekretion von Renin wird in der
Literatur kontrovers dargestellt (Churchill (1995)). Henrich et al. (1988) und
Della Bruna et al. (1991) diskutierten in ihren Arbeiten cGMP als einen
inhibitorischen second messenger in der Regulation der Reninsekretion. Craven
und DeRubertis (1985) konnten in ihren Experimenten keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen cGMP und der Reninsekretion in juxtaglomerularen
Zellen der Rattenniere feststellen. Peart et al. (1975) konnten mit cGMP und
8-Br-cGMP, einem zellmembrangangigen Derivat des cGMP, die
Reninsekretion stimulieren. Das im Zytosol geldste Isoenzym der GC wird durch
NO und organische Nitrate (z.B Nitroprussidnatrium) (Feelisch und Noack
(1987)) sowie durch den Adenosin Ai-Rezeptor (Kurtz et al. (1988)) aktiviert.
Der atriale natriuretische Faktor (ANF) dagegen stimuliert die membranstandige
Isoform der GC (Henrich et al. (1988)). Vidal et al. (1988) hemmten die
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Sekretion von Renin durch Freisetzung von NO aus dem Endothel, Henrich et
al. (1988) durch Applikation von Nitroprussidnatrium und ANF. Takagi et al.
(1988) konnten in ihren Experimenten dagegen keinen Effekt von ANF auf die

Reninsekretion feststellen. Henrich et al. (1988) fanden heraus, dass die

g !! 31-Rezeptor
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Sekretion
== stimulierender Effekt m)p hemmender Effekt

Abb. 6 Aktivierender Einfluss von cGMP auf die Regulation der Reninsekretion nach Kurtz et al.
(1998) und Sayago und Beierwaltes (2001). cGMP wird durch die Guanylatzyclase aus GTP
gebildet und hemmt die PDE3. Dadurch wird die intrazellulare Konzentration von cAMP erhdht.
cAMP ist ein stimulierender second messenger in der Regulation der Reninsekretion.

Stimulation der Reninsekretion durch Isoproterenol und der damit verbundenen
Erhéhung der intrazellularen cAMP-Konzentration, durch ANF, 8-Br-cGMP und
Nitroprussidnatrium gehemmt werden konnte und stellten damit eine
Verbindung zwischen den Signaltransduktionswegen der beiden second
messenger cAMP und cGMP her. Kurtz et al. (1998) sowie Sayago und
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Beierwaltes (2001) untersuchten die Hypothese, dass cGMP die PDE3 hemmt.
PDE3 inaktiviert in reninsezernierenden Zellen den sekretionsstimulierenden
second messenger cAMP zu AMP (s. Abb. 6, Kap. 1.3.1.2). Sayago und
Beierwaltes (2001) erhohten die intrazellulare cGMP-Konzentration durch
Hemmung der PDE5 mit Zaprinast und erreichten dadurch eine signifikante
Erhéhung der intrazellularen cGMP-Konzentration und der Reninsekretion. Dies
fuhrten sie in Anlehnung an die Experimente von Kurtz et al. (1998) auf die
Hemmung der PDE3 durch cGMP zurlck. Kurtz et al. (1998) beschrieb die
PDE3 als eine cGMP-gehemmte cAMP-PDE. Waldman und Murad (1987)
diskutierten einen umgekehrten Zusammenhang zwischen cGMP und der
[Ca®]i in glatten GefdRmuskelzellen. Dieser Zusammenhang wurde jedoch in
juxtaglomerularen Zellen noch nicht nachgewiesen. Die exakten Interaktionen
zwischen der intrazellularen cGMP-Konzentration in Verbindung mit der
intrazellularen cAMP-Konzentration und der [Ca®']i in der Regulation der

Reninsekretion sind nicht abschlieRend geklart.

1.3.14 Das Membranpotential in der Regulation der Reninsekretion

Das Membranpotential sowie Verandungen des Membranpotentials haben
wichtige regulatorische Funktionen bei Exozytoseprozessen in sekretorischen
Zellen (Penner und Neher (1988)). Jede Zelle besitzt unter physiologischen
Bedingungen ein Ruhemembranpotential. Das Ruhemembranpotential
reninsezernierender Zellen wurde durch mehrere Arbeitsgruppen bereits
untersucht und lag meist zwischen -60 mV und -70 mV (s. Tab. 1). Das
Ruhemebranpotential juxtaglomerularer Zellen kommt Uberwiegend durch die
hohe Membranpermeabilitat dieser Zellen fiir K*-lonen zustande. Daher fihrt
eine starke Erhdhung der extrazellularen K'-Konzentration zur Depolarisation
der Zellen und zur verminderten Reninsekretion (Fishman (1976)). Zusatzlich
besitzen die juxtaglomerularen Zellen langsame, gleichrichtende K*-Kanale, die
bei einer starken Depolarisation 6ffnen und das Ruhemembranpotential wieder

herstellen (Buhrle et al. (1986)). Kurtz und Penner (1989) konnten zeigen, dass
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reninsekretionshemmende Substanzen wie ANG II, Arginin-Vasopressin und

a1-Rezeptor-Agonisten eine Depolarisation der juxtaglomerularen Zellen

hervorrufen. ANG Il verursacht dies durch Blockade der einwarts-
Publikation Ruhemembranpotential

Fishman (1976) -35mVund-70 mV

Buhrle et al. (1984) -55 mV

Bahrle et al. (1985) -58 mV

Bahrle et al. (1986) -73 mV

Kurtz und Penner (1989) -62 mV

Russ et al. (1999) -61 mV

Tab. 1 Chronologische Darstellung der Messungen des Ruhemembranpotentials
juxtaglomerularer Zellen unterschiedlicher Arbeitsgruppen

gleichrichtenden K*-Kanale (Kurtz und Penner (1989)). In Anlehnung an das
Calciumparadoxon wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Depolarisation
der juxtaglomeruldren Zellen zu einer Erhdhung der [Ca®**]; und dadurch zur
Hemmung der Reninsekretion fiihrt (Fray et al. (1987)). Welche Ca®*-Kanale bei
der Depolarisation fiir einen Ca?*-Einstrom sorgen, ist nicht abschlieRend
geklart. Die Rolle von spannungsaktivierten Ca**-Kanalen (VOCC’s) wurde
bereits in Kap. 1.3.1.1.2.1 erlautert. Fishman (1976) konnte eine
Hyperpolarisierung der juxtaglomerularen Zellen durch Adrenalin, einem f-
Sympathikomimetikum, welches die Reninsekretion stimuliert, messen. Buhrle
et al. (1984) konnten dagegen unter den beiden B-Sympathikomimetika mit
reninsekretionserhdhender Aktivitat, Isoprenalin und Orciprenalin, keinen
Einfluss auf das Membranpotential von juxtaglomerularen Zellen finden.
Weitere reninsekretionsstimulierende  Substanzen, wie Histamin und
Prostaglandin E,, zeigten ebenfalls keinen Effekt auf das Membranpotential
juxtglomerularer Zellen (Buhrle et al. (1986)). Hamilton et al. (1986) fanden
einen hyperpolarisierenden und vasorelaxierenden Effekt des Karp-Kanaloffners

(ATP-sensitiver K*-Kanal) Cromakalim an glatten Muskelzellen der Portalvene
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von Ratten. Diese Substanz wurde von Ferrier et al. (1989) einer klinischen
Studie am Menschen unterzogen. Unter Cromakalim wurde in vivo eine
Erhohung der Plasmaaktivitat von Renin, ANG Il und Noradrenalin festgestellt.
In vitro (Zellkultur juxtaglomerer Zellen der Rattenniere) wurde ebenfalls eine
Erhdhung der Reninsekretion durch  Cromakalim festgestellt. Die
Hyperpolarisierung durch Cromakalim und der dadurch bedingten Erhéhung der
Plasmareninaktivitat wurde durch Richer et al. (1990) und Pratz et al. (1991)
bestatigt. Glibenclamid, ein Blocker des Karp-Kanals, fuhrt zu einer
Verminderung der Reninsekretion (Richer et al. (1990), Pratz et al. (1991)).
Eine Veranderung der [Ca®*]; unter Cromakalim und Glibenclamid konnte durch
Russ et al. (1999) jedoch nicht festgestellt werden. Der Zusammenhang
T,

zwischen der [Ca dem Membranpotential und der Reninsekretion ist noch

grolitenteils unbekannt und bedarf weiterer Aufklarung.

1.3.1.5 Einfluss der extrazellularen Osmolaritat auf die

Reninsekretion

Die Niere ist das wichtigste Organ in der Regulation des Kdorperwassers, der
Elektrolyte und des Blutdrucks (Churchill (1995)). Sie stellt damit auch das
wichtigste Organ in der Regulation der extrazellularen Osmolaritat dar. Die
Reninsekretion wird durch Veranderungen der extrazellularen Osmolaritat
beeinflusst (Ubersichten in Kurtz (1989) und Skett (1988)). Frederiksen et al.
(1975) konnten an Rattenglomeruli mit anhangender afferenter Arteriole in vitro
zeigen, dass die Reninsekretion durch Abnahme der extrazellularen Osmolaritat
gesteigert wird und vice versa. Skgtt und Taugner (1987) konnten dieses
Ergebnis in ihren Experimenten bestatigen und untersuchten gleichzeitig
ultrastrukturelle  Veranderungen der mit Losungen unterschiedlicher
Osmolaritaten umsplulten juxtaglomerularen Zellen. In den hypoosmolar
behandelten Zellen zeigten sich die Reningranula aufgetrieben und waren nahe
an der Zellmembran lokalisiert, was den Kontakt zur Zellmembran und die

Exozytose wahrscheinlicher erscheinen liel3. Im Gegensatz dazu erwiesen sich
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die Reningranula in hyperosmolar behandelten Zellen als kleiner und wiesen
eine grolere Distanz zur Zellmembran auf. Ein Zusammenhang zwischen der
Schwellung und der Exozytose von Reninvesikeln wurde bereits durch Taugner
et al. (1984) und Skgtt (1986b) in anderen Experimenten zuvor beschrieben.
Park et al. (1992) fanden eine Verbindung zwischen der [Ca®*]; und der
Schwellung von Reninvesikeln in juxtaglomerularen Zellen. Diese Schwellung
konnte durch Ca®*-lonen verhindert und dadurch die Reninsekretion vermindert
werden. Die Hemmung der Reninsekretion durch hyperosmolare Bedingungen
wird jedoch nicht durch einen Anstieg der [Ca®*]; verursacht (Skett (1988)). Die
exakten Transduktionswege in der Regulation der Reninsekretion durch die

extrazellulare Osmolaritat sind jedoch noch nicht bekannt.

1.3.2 Regulation der Reninsekretion durch Botenstoffe und
Mediatoren
1321 Regulation der Reninsekretion durch Angiotensin Il

Vander und Geelhoed (1965) beobachteten, dass beim anasthesierten Hund
intravenods appliziertes ANG Il, bei einem konstanten renalarteriellen Blutdruck,
die basale und die stimulierte Reninfreisetzung hemmt. Sie vermuteten eine
direkte Beeinflussung der Reninsekretion durch ANG Il. Die Hemmung der
Reninsekretion durch ANG |l wird als negativer Feedbackmechanismus
bezeichnet (Blair West et al. (1971)). Shade et al. (1973) fanden heraus, dass
dieser Mechanismus unabhangig von der Macula densa funktioniert, was die
These der direkten Beeinflussung der juxtaglomerularen Zellen durch ANG I
verstarkte. McDonald et al. (1975) konnten durch den kompetitiven
ANG ll-Inhibitor [Sar1—GIy8]Angiotensin Il die Hemmung der Reninsekretion
durch ANG Il aufheben und kamen dadurch dem Mechanismus des
membranstandigen Rezeptors naher. In der afferenten Arteriole der Rattenniere
konnten bisher zwei unterschiedliche Subtypen von Angiotensin |I-Rezeptoren
gefunden werden, der ATia und der AT4g- Rezeptor (Chatziantoniou und
Arendshorst (1993), Chatziantoniou et al. (1994)). Die AT;-Rezeptorfamilie
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gehort zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren mit sieben
Transmembrandomanen (Sasaki et al. (1991), Murphy et al. (1991b)). Dieser
G-Protein gekoppelte Signaltransduktionsweg wurde durch die Experimente
von Hackenthal et al. (1985) gefestigt (s. Abb. 4). Uber G-Proteine sind
unterschiedliche Transduktionswege moglich: zum einen die Freisetzung von
intrazellular gespeichertem Ca®* (iber den IPs-Signaltransduktionsweg zum
anderen die intrazellulare Synthese von cAMP durch die Adenylatzyklase. Kurtz
und Penner (1989) konnten an juxtaglomerularen Zellen eine Erhéhung der
[Ca®*]; unter ANG |l messen. Vandongen et al. (1974) erklarten die Hemmung
der Reninsekretion durch ANG Il Uber eine Verminderung der intrazellularen
cAMP-Konzentration. Beide second messenger, Ca®* und cAMP, scheinen
gleichzeitig vorhanden zu sein und konnten sich so gegenseitg beeinflussen.
Timmermans et al. (1993) beschreiben durch ANG Il eine Aktivierung der PLC
mit intrazellularer Erhdhung von IP3 mit der dadurch bedingten Freisetzung von
Ca**-lonen aus intrazelluldren Speichern sowie gleichzeitig eine Hemmung der
Adenylatzyklase (AC) mit Verminderung der intrazellularen cAMP-
Konzentration. Genaueres Uber die Regulation der Reninsekretion durch cAMP
und [Ca’]; kann den Kapiteln 1.3.1.1 und 1.3.1.2 entnommen werden. Eine
Charakterisierung des Ca®*-Signals unter ANG Il in juxtaglomeruldren Zellen
der Mauseniere fand durch Kurtz und Penner (1989) statt. Sie beobachteten
einen schnellen Anstieg der [Ca®']; (Peak), gefolgt von einer Phase mit konstant
hoher [Ca®"), (Plateau). Kurtz und Penner (1989) vermuteten hinter dem
zweiphasigen Verlauf eine unterschiedliche Herkunft der Ca?*-lonen. Die
Peakphase sollte durch die Offnung intrazelluldrer Ca?*-Speicher, die
Plateauphase durch einen Einstrom von Ca?*-lonen aus dem Extrazellul&rraum
entstehen. Dieser Effekt konnte durch Loutzenhiser und Loutzenhiser (2000) an
der afferenten Arteriole der Rattenniere bestatigt werden. Sie konnten die
Plateauphase durch Nifedipin, einem Blocker spannungsabhangiger
Ca?*-Kandle (L-Typ Ca*-Kanale), unterdriicken, wahrend die Peakphase
verkleinert aber noch vorhanden war. Dieses Ergebnis spricht fiir die Offnung

von L-Typ Ca?*-Kanalen wahrend der Plateauphase (Purdy und Arendshorst
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(2001)). Die Aktivierung der SOCC’s durch die Freisetzung von Ca?*-lonen aus
intrazellularen Speichern ware ebenfalls eine Moglichkeit fir die Erklarung der
Plateauphase. Sie wurde in Kap. 1.3.1.1.2.3 bereits ausfuhrlich beschrieben.
Kurtz und Penner (1989) beobachteten eine Depolarisation der
reninsezernierenden Zellen unter ANG Il und erklarten dies durch das
SchlieBen einwartsgleichrichtender K*-Kanale (Ki;) bzw. durch das Offnen von
Ca”*-abhangigen Cl-Kandlen. Der genaue Weg der Inhibition der
Reninsekretion durch ANG I, die exakte Signaltransduktion bei der Erhéhung
der [Ca*']; sowie bei der Depolarisation der juxtaglomeruldren Zellen, ist nicht

vollstandig aufgeklart.

1.3.2.2 Regulation der Reninsekretion durch Adenosin

In der Niere kommt Adenosin physiologischerweise in einer Konzentration von
ca. 107-10® mol/l vor. Es zirkuliert nicht systemisch und hat eine Halbwertszeit
von nur wenigen Sekunden, weshalb es als Gewebshormon zu betrachten ist.
Die Bildung von Adenosin erfolgt durch die Hydrolyse aus
S-Adenosylhomocystein und durch Dephosphorylierung aus 5AMP. Adenosin
kann sowohl intra- als auch extrazellular entstehen und durch die Zellmembran
aus dem Cytosol in das Interstitium gelangen. Aus dem Extrazellularraum kann
Adenosin, durch einen durch Dipyridamol hemmbaren bidirektionalen
Transporter, in die Zelle aufgenommen werden. Sehr rasch wird es daraufhin
durch die Adenosindesaminase desaminiert oder durch die Adenosinkinase zu
5’AMP phosphoryliert.

Osswald et al. (1978) beobachteten in vivo an Ratten eine Verminderung der
Plasmareninkonzentration wahrend der Infusion der Purinbase Adenosin. Die
Hemmung der Reninsekretion war jedoch abhangig vom Aktivitatszustand des
RAAS und gelang nur in salzarm ernahrten Ratten mit hoher Aktivitat des RAAS
und der damit verbundenen erhohten Reninsekretionsrate. Durch diese
Ergebnisse vermuteten sie einen regulatorischen Einfluss von Adenosin auf die

Reninsekretion. Adenosin wirkt direkt an den juxtaglomerularen Zellen Uber

25



Einleitung und Fragestellung

Rezeptoren (Skett und Baumbach (1985)). Bisher konnten insgesamt vier
Adenosinrezeptoren entdeckt werden; der Aq-, Aza-, Azs-, und der As-Rezeptor
(Ubersicht in Ralevic und Burnstock (1998)). Die wichtigste physiologische
Rolle spielen nach bisherigem Kenntnisstand der Adenosin-A-, der
Adenosin-Aza-Rezeptor und der Adenosin-Ags-Rezeptor (Murray und Churchill
(1984), Nishiyama et al. (2001), Jackson et al. (2002)). Die Stimulation des
Adenosin-Ai-Rezeptors  durch  den  selektiven  As-Rezeptor-Agonist
N®-Cyclohexaladenosin konnte in vivo an Ratten eine Verminderung der
Plasmareninaktivitdt verursachen, wobei die Stimulation der Adenosin
Ax-Rezeptoren durch den spezifischen Az-Rezeptor-Agonist
5’-N-Ethylcarboxamid-Adenosin eine Erhohung der Plasmareninaktivitat
hervorrief (Churchill und Churchill (1985), Churchill und Bidani (1987)). Churchill
und Churchill (1985) beobachteten, dass die Hemmung der Reninsekretion
durch N°-Cyclohexaladenosin auf das Vorliegen von extrazelluldren Ca®*-lonen
angewiesen war. Gutiérrez et al. (1999) konnten eine Erhohung der [Ca®*]i in
der isolierten afferenten Arteriole von Kaninchennieren unter Adenosinperfusion
durch Fluoreszenzmessungen bestatigen. Adenosin As-Rezeptoren gehdren
zur Familie der pertussistoxinempfindlichen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
mit sieben Transmembrandomanen (Ubersicht in Ralevic und Burnstock
(1998)). Die Stimulation des Aj-Rezeptors fuhrt zur Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) mit anschliel3ender intrazellularer Synthese von IP3 und
DAG. IP; bewirkt eine Freisetzung von Ca?*-lonen aus intrazelluldren Speichern
mit Aktivierung Speicher-aktivierter Ca?*-Kanale (SOCC’s) (s. Abb. 7). Die
Aktivierung der PLC wurde von Hansen et al. (2003) auch in der afferenten
Arteriole der Maus beobachtet. Ein Anstieg der [Ca®']i unter Stimulation mit
Adenosin mit der Folge einer Inhibition der Reninsekretion, wie dies teilweise
von Laske-Ernst (2003) an juxtaglomerularen Zellen der Rattenniere beobachtet
wurde, ware konform mit dem von Churchill (1995) beschriebenen
Calciumparadoxon. Veranderungen der intrazellularen Konzentration von cAMP
durch die Stimulation von Adenosin-Rezeptoren wurden von Churchill und
Churchill (1985) diskutiert. Freissmuth et al. (1987) konnten eine Aktivierung der
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Adenylatzyklase durch Stimulation von A>-Rezeptoren an der afferenten
Arteriole der Kaninchenniere zeigen. Die Stimulation der Ai-Rezeptoren zeigte
hier jedoch keine Veranderung der intrazellularen cAMP-Konzentration. Olivera
und Lopez Novoa (1992) bestatigten die Erhdhung des intrazellularen cAMP-
Gehaltes durch Stimulation von Ax-Rezeptoren, konnten jedoch zusatzlich eine
Verminderung der cAMP-Konzentration durch Stimulation von
Ai-Rezeptoren messen. Man geht heute davon aus, dass die Stimulation der
A+-Rezeptoren zZu einer Erhdhung der [Ca®); uber den

IPs-Signaltransduktionsweg flhrt, gleichzeitig jedoch auch die Adenylatcyclase
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Abb. 7 Einfluss von Adenosin auf die Reninsekretion Uber den A; und A,-Rezeptor. Aktivierung
des A;-Rezeptors fuhrt durch die PLC zu Synthese von IP; und zur Freisetzung von Ca*-lonen
aus intrazellularen Speichern. Weiterhin wird die AC durch den A;-Rezeptor gehemmt. Beide
Signaltransduktionswege fihren zur Verminderung der Reninsekretion in juxtaglomerularen
Zellen. Die Aktivierung des A,-Rezeptors fihrt zur Aktivierung der AC und dadurch zur
vermehrten Sekretion von Renin.
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(AC) gehemmt wird und dadurch die Konzentration von cAMP intrazellular
gesenkt wird. Eine Stimulation der A-Rezeptoren flhrt hingegen zu einer
Aktivierung der AC mit nachfolgendem Anstieg der intrazellularen Konzentration
von cAMP (Fredholm et al. (2001)). Beide Signaltransduktionswege arbeiten
somit gegeneinander, in welcher Gewichtung sich die beiden Rezeptoren

untereinander regulieren und gegenseitig interferieren, ist noch nicht bekannt.

1.3.2.3 Synergismus zwischen Adenosin und ANG Il

Spielman und Osswald (1979) beobachteten eine Verminderung der
vasokonstriktorischen Wirkung von Adenosin auf intrarenale
Widerstandsgefalle von salzarm erndhrten Hunden unter Saralasin, einem
kompetitiven Angiotensin-AT -Rezeptorantagonisten. Sie vermuteten daher
einen Zusammenhang zwischen der Wirkung von Adenosin und ANG Il in
renalen praglomerularen Gefalimuskelzellen auf Rezeptorebene. Hall und
Granger (1986) schlossen aus ihren Messungen an der Hundeniere, dass
Adenosin die vasokonstriktorische Wirksamkeit von ANG Il auf die afferente
Arteriole verstarkt. Rossi et al. (1987b) beobachteten an afferenten Arteriolen
der Rattennieren einen unabhangig voneinander ablaufenden
vasokonstriktorischen Effekt von ANG Il und Adenosin. Weihprecht et al. (1994)
beobachteten einen vasokonstriktorischen Effekt von Adenosin nur in
Abwesenheit der Aktivierung von ANG |l-Rezeptoren. Aki et al. (2002) zeigten
in ihren Experimenten, dass Angiotensin Il eine dosisabhangige
Vasokonstriktion in Nieren von anasthesierten Hunden bewirkt. Die Infusion von
Adenosin verstarkte die Vasokonstriktion zusatzlich. Eine Blockade von
Adenosin-Ai-Rezeptoren fuhrte zur Abschwachung der durch ANG |l
verursachten renalen Vasokonstriktion. Sie diskutierten die Wirkung des
Adenosin als eine Verstarkung des vasokonstriktorischen Effektes von ANG II.
Diese Verstarkung geschah uber die Aktivierung von Adenosin-As-Rezeptoren.
Traynor et al. (1998) beobachteten eine verminderte Vasokonstriktion,

ausgeldst durch den spezifischen As-Rezeptoragonist N°®-Cyclohexyladenosin,
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in  Angiotensin-ATa-Rezeptor-knock-out-Mausen. Aus diesen Resultaten
schlossen sie auf eine funktionelle Interaktion zwischen Adenosin und ANG Il in
der Regulation des Tonus der afferenten Arteriole. Die Ergebnisse der oben
genannten Arbeiten zeigen einen synergistischen Effekt von ANG Il und
Adenosin bei der Regulation der Reninsekretion, da beide Substanzen in der
Lage sind, die Reninsekretion zu hemmen (s. Kap. 1.3.2.1 und Kap. 1.3.2.2).
GemaR der Theorie des Calciumparadoxons wurde die [Ca®']i in
juxtaglomerularen Zellen von Rattennieren und in Nieren von Adenosin-A;-
knock-out-Mausen durch Laske-Ernst (2003) untersucht. In Rattennieren konnte
keine Potentionierung der Erhdhung der [Ca®']i bei gleichzeitiger Gabe von
ANG Il und Adenosin festgestellt werden. In Adenosin-Ai-knock-out-Mausen
konnte kein Unterschied in der Erhdhung der [Ca?*]; durch ANG Il im Vergleich
zu Wildtypmausen festgestellt werden. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
nach Entfernung von endogenem Adenosin eine Hemmung der Reninsekretion
durch ANG Il nicht mehr moglich war (Laske-Ernst (2003)).

1.3.24 Regulation der Reninsekretion durch Stickstoffmonoxid

Stickstoffmonoxid (NO) gehort zu den Gewebshormonen. Es wird intrazellular
durch die NO-Synthase (NOS) aus L-Arginin synthetisiert und erreicht seine
Rezeptoren durch Diffusion. NO besitzt eine Halbwertszeit von nur wenigen
Sekunden (Hubbard et al. (1989)). Die juxtaglomerularen Zellen der Niere sind
umgeben von Zellen mit hohen Konzentrationen von NOS-Isoenzymen (Kurtz
und Wagner (1998), Wagner et al. (1998)). Mundel et al. (1992) fanden die
NOS | (neuronale NOS) in hoher Konzentration im Zytoplasma von Macula
densa Zellen der Rattenniere. Wilcox et al. (1992) fanden in diesen Zellen
zusatzlich die NOS Il (NOS Isoform von glatten Muskelzellen). Die endotheliale
Isoform der NOS (NOS Ill) wurde von Pollock et al. (1993) im Endothel der
afferenten Arteriole der Rinderniere durch immunhistochemische Verfahren
entdeckt. Bachmann et al. (1995) unternahmen immunhistochemische

Untersuchungen am menschlichen Nierengewebe. In Macula densa Zellen
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konnten sie die NOS | in hoher Konzentration nachweisen, in der afferenten und
efferenten Arteriole zeigten sie die Anwesenheit der NOS Ill, jedoch war die
Konzentration dieses Isoenzymes in der efferenten Arteriole um ein Vielfaches
héher als in der afferenten Arteriole. Mundel et al. (1992) sowie Bachmann et
al. (1995) diskutierten den Einfluss der Macula densa auf die Reninsekretion
der juxtaglomerularen Zellen Uber die Freisetzung von NO als sehr
wahrscheinlich. Ein Einfluss der NOS | der Macula densa Zellen auf die
Reninsekretion konnte von Ren et al. (2001) und Castrop et al. (2004) an NOS
I-knock-out-Mausen jedoch nicht gezeigt werden. Ob und in welchem Ausmal}
NO einen stimulatorischen bzw. inhibitorischen Effekt auf die Reninsekretion
der juxtaglomerularen Zellen ausubt ist nicht vollstandig geklart (Schricker und
Kurtz (1993), Kurtz und Wagner (1998)). NO aktiviert die zytosolische
Guanylatcyclase und fuhrt dadurch zu einer gesteigerten Synthese des second
messengers cGMP in juxtaglomerularen Zellen (Feelisch und Noack (1987),
Ubersicht in Waldman und Murad (1987), Sayago und Beierwaltes (2001)). Der
Einfluss von cGMP auf die Reninsekretion wurde in Kap. 1.3.1.3 bereits

erlautert.

1.3.25 Regulation der Reninsekretion durch Arachidons&aure und

deren Metabolite

Metabolite der Arachidonsaure zahlen zu den Gewebshormonen. Man
unterscheidet drei Gruppen: die Prostaglandine, die Prostacycline und die
Thromboxane. Um Prostaglandine zu synthetisieren, bendétigt die Zelle die
Cyclooxygenase (COX), ein Enzym, von dem bisher drei Isoformen bekannt
sind: COX I-lll (Chandrasekharan et al. (2002)). Jensen et al. (1996) konnten in
Mesangiumzellen der Nieren von Mausen die Isoenzyme COX | und COX Il
nachweisen. Sie untersuchten zusatzlich die Wirkung unterschiedlicher
Prostaglandine (PG) und Thromboxane (TX) auf die Reninsekretion und
Reningenexpression in juxtaglomerularen Zellen. Sie erreichten eine Erhohung

der Reninsekretion und Reningenexpression durch PG E; und PG |,. PG Fy,
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und TX B, konnten dagegen keinen Anstieg der Reninsekretionsrate bewirken.
Sugimoto et al. (1994) konnten drei PG-Rezeptoren in der Niere identifizieren,
wobei der PG EP2-Rezeptor im glomerularen Bereich lokalisiert wurde. Dieser
Rezeptor verursacht nach seiner Aktivierung eine Erhdhung der intrazellularen
cAMP-Konzentration. Jensen et al. (1996) vermuteten daher, dass die
Erhéhung der Reninsekretionsrate durch PG E; und PG I, mit einer Erhéhung
der intrazellularen cAMP-Konzentration durch Aktivierung des
PG EP2-Rezeptors einhergeht. Zyklisches Adenosinmonophosphat wird heute
als ein stimulierender second messenger in der Regulation der Reninsekretion
angesehen (s. Kap. 1.3.1.2.). Purdy und Arendshorst (2001) zeigten in ihren
Untersuchungen eine llloprost-vermittelte Verminderung des Anstiegs der
[Ca®*]; unter ANG Il in juxtaglomerularen Zellen der Rattenniere. llloprost ist ein
Prostacyclinanalogon. Sie vermuteten eine cAMP-vermittelte Hemmung der IP5-
vermittelten Ca?*-lonenfreisetzung aus intrazelluldren Speichern durch llloprost.
Greenberg et al. (1993) konnten in ihren Messungen zeigen, dass
Prostaglandine eine wichtige Rolle in der Regulation der Reninsekretion durch
die Macula densa spielen. Die COX Il in Macula densa Zellen nimmt hierbei

eine Schlisselrolle ein (Wagner et al. (1998), Castrop et al. (2001)).

1.3.3 Regulation der Reninsekretion durch physiologische
Faktoren
1331 Der Barozereptormechanismus

Der Barorezeptormechanismus stellt die Verknlipfung zwischen dem
intravasalen Blutdruck in der afferenten Arteriole und der Reninsekretion dar.
Eine Erhohung des Perfusionsdrucks fuhrt zur Dehnung der in der Tunica
media liegenden juxtaglomerularen Zellen und zur Verminderung der
Reninsekretion (Vander (1967), Hackenthal et al. (1990), Davis und Freeman
(1976)). Die Regulation der Reninsekretion durch den
Barorezeptormechanismus ist unabhangig von einer intakten Macula densa und

unabhangig vom autonomen Nervensystem (Hackenthal et al. (1990)). Es
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wurde zunachst vermutet, dass die juxtaglomerularen Zellen in ihrer Gesamtheit
als Stretchrezeptoren fungieren (Hackenthal et al. (1990)). Fishman (1976)
beobachtete in seinen Experimenten, dass eine mechanische Deformierung der
juxtaglomerularen Zellen zur Depolarisation fuhrt. Fray et al. (1986) knupften an
diese Ergebnisse an und vertraten die Hypothese, dass eine vermehrte
Dehnung der juxtaglomerularen Zellen zu einer Depolarisation mit
anschlieBendem Einstrom von Ca?-lonen durch VOCC’s fiihrt. Eine
mechanische Entlastung der Zellen dagegen fuhrt zur Verminderung der
Depolarisation oder zur Hyperpolarisation der Zellen mit den Folgen einer

Verminderung der [Ca®"]

und damit zu einer Erhdhung der Reninsekretionsrate
gemall dem Calciumparadoxon. An isolierten perfundierten Rattennieren
gelang es Jones Dombi und Churchill (1993) den Barorezeptormechanismus
durch die Ca2+-Antagonisten Nifedipin, Verapamil und Diltiazem auszuschalten.
Wie die Depolarisation der Zellen durch die Dehnung zustande kommt, ist
jedoch bisher unklar. Eine Moglichkeit ware die Offnung von stretch-aktivierten
Ca?*-Kanilen, die die [Ca®]; direkt erhdhen oder stretch-aktivierte Cl-Kanéle,
die zu einer Depolarisation mit anschlieRender Offnung von VOCC'’s fiihren

(Fray et al. (1986)).

1.3.3.2 Der tubuloglomerulére Feedbackmechanismus

Ein wichtiger Mechanismus in der Kontrolle der glomerularen Filtrationrate
(GFR) und der NaCl-Ausscheidung der Niere ist der tubuloglomerulare
Feedbackmechanismus (TGF) (Schnermann et al. (1973)). Hierbei wird die
Harnzusammensetzung an der Macula densa gemessen und der Blutdruck
bzw. der Tonus der afferenten und efferenten Arteriole wird den Erfordernissen
zur Regulation der GFR und der NaCl-Ausscheidung angepasst. Der
juxtaglomerulare Apparat weist eine nahe anatomische Beziehung zwischen
der Macula densa und den reninproduzierenden Zellen auf (s. Abb. 2). Die
Macula densa Zellen sind jedoch nicht direkt mit den juxtaglomerularen Zellen

in  Verbindung, zwischen diesen beiden Zellpopulationen liegt das
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extraglomeruldre Mesangium. Die Zellen des extraglomerularen Mesangium
weisen eine hohe Dichte von Gap junctions untereinander sowie an den
Grenzen zur afferenten und efferente Arteriole und an der Grenze zu den
Macula densa Zellen auf (Lorenz et al. (1993)). Eine Regulation der
Reninsekretion durch die Macula densa wurde von Goormaghtigh (1939)
erstmalig beschrieben. Der dicke, aufsteigende Teil der Henle Schleife ist im
wesentlichen impermeabel fur Wasser, der lonentransprot geschieht hier durch
den in der luminalen Zellmembran gelegenen Na’-K*-2CI-Cotransporter. Die
NaCl-Reabsorption fuhrt in diesem Abschnitt des Tubulussystems zur
Erzeugung eines hypotonen Harns (Gottschalk und Mylle (1959)). Dieser
Reabsorptionsmechanismus ist abhangig von der Na-K-ATPase, die wiederum
durch den Anstieg der intrazelluldren Na*-Konzentration stimuliert wird (O'Grady
et al. (1987)). Die NaCl-Konzentration und Osmolaritat an der Macula densa
liegt somit unter den Werten im Plasma (Vander und Miller (1964)). Osmolaritat
und NaCl-Konzentration scheinen eine entscheidende Rolle im TGF
einzunehmen (Lorenz et al. (1990)). Vander (1967) vertrat die Hypothese, dass
die Reninsekretionsrate im umgekehrten Verhaltnis zur Na-Reabsorptionsrate
der Macula densa steht. Kirchner et al. (1978) konnten in ihren Experimenten
zeigen, dass die ClI-Konzentration an der Macula densa im TGF die
entscheidende Rolle spielt. Chlorid hemmte hier die Reninsekretion. Spielman
und Thompson (1982) vertraten die metabolische Hypothese, eine erhdhte
NaCl-Konzentration an der tubuldren Seite der Macula densa fuhrt zur
Steigerung der Resorptionsrate. Diese erhohte Resorptionsrate fur NaCl fuhrt
zu einem Katabolismus der Zellen mit der Folge der Hydrolyse von ATP zu
Adenosin und der Freisetzung von Adenosin aus den Macula densa Zellen.
Adenosin bewirkt an den juxtaglomerularen Zellen eine Hemmung der
Reninsekretion (s. Kap. 1.3.2.2). Lorenz et al. (1993) fanden durch ihre
Experimente an der Kaninchenniere heraus, dass Adenosin nicht der einzige
parakrine Faktor in der Regulation des TGF ist. Wilcox et al. (1992) entdeckten
in den Macula densa Zellen die neuronale Isoform der NOS und schrieben

Stickstoffmonoxid einen wichtigen Stellenwert in der Regulation des TGF zu
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(s. Kap. 1.3.24). Castrop et al. (2004) konnten diese These nach
Untersuchungen an der Mauseniere jedoch nicht bestatigen. Greenberg et al.
(1993) konnten durch die Hemmung der COX den TGF signifikant beeinflussen.
Diese Ergebnisse raumten den Prostaglandinen einen Stellenwert im TGF ein.
Kirchner et al. (1978) fanden durch Messung der Plasmareninaktivitat von
Ratten vor und nach der peripheren Infusion von chloridhaltigen und
chloridfreien Salzlésungen heraus, dass Chloridionen einen inhibitorischen
Effekt auf die Reninsekretionsrate ausuben. Scholz et al. (1994a) knupften an
diese Arbeit an und konnten an der Rattenniere den inhibitorischen Effekt von
Anionen auf die Reninsekretion durch Hemmung des Chloridtransportes im
extraglomeruldren Mesangium des juxtaglomerularen Apparates aufheben.
Heute geht man davon aus, dass mehrere Mediatorstoffe am TGF beteiligt sind,
darunter Adenosin, ATP, NO, CI-lonen und Prostglandine (Ubersichten in
Schnermann und Levine (2003) und Bell et al. (2003)) und dass die
Empfindlichkeit des tubuloglomerularen Feedbackmechanismus durch ANG I
gesteigert wird (Braam et al. (1995)). Die elektrische und chemische Kopplung
zwischen den Macula densa Zellen und der afferenten Arteriole geschieht durch
die Gap junctions des extraglomerularen Mesangium (EGM) (Yao et al. (2002)).
Durch Unterbrechung dieser elektrochemischen Kopplung gelang es Ren et al.
(2002) den TGF aufzuheben. Dies zeigt die wichtige Bedeutung der Gap

junctions im TGF.

1.3.3.3 Das sympathische Nervensystem

Die Niere unterliegt der Innervation von vegetativen Nervenfasern. Einen Teil
dieser Innervartion Ubernehmen katecholaminhaltige sympathische Efferenzen.
In zahlreichen Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Denervierung
der Niere in vivo zu einer Verminderung der Reninsekretion fuhrt, eine
elektrische Stimulation der renalen Efferenzen dagegen erhoht die
Reninsekretionsrate (Vander (1967), Keeton und Campbell (1980)). Wathen et

al. (1965) =zeigten am anasthesierten Hund eine Erhdhung der
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Reninsekretionsrate durch Infusion von Katecholaminen und Norepinephrin in
die Nierenarterie. Barajas (1979) beobachtete in histologischen Studien eine
hohe Dichte vegetativer Nervenfasern im juxtaglomerularen Apparat. Aus den
oben genannten Resultaten ergibt sich die Hypothese, dass eine Veranderung
des Sympathikotonus eine Modulation der Reninsekretion verursacht (Osswald
und Quast (1995)). Eine Erhéhung der Reninsekretionsrate geschieht durch
Bi-adrenerge Stimulation (Hackenthal et al. (1990)). Hierbei kommt es zur
Aktivierung der AC mit der Folge der Erhohung der intrazellularen
cAMP-Konzentration (s. Kap. 1.3.1.2). Dieser Mechanismus fuhrt zusatzlich zu
einem verstarkten Efflux von Ca**-lonen und dadurch zur Senkung der [Ca®];
(Churchill (1995)). Die Rolle der a4-Adrenozeptoren ist noch nicht vollstandig
geklart und wird in der Literatur teilweise kontrovers diskutiert (Hackenthal et al.
(1990)). Hisa et al. (1984) sowie Takahashi et al. (1984) beobachteten an
Hunden in vivo einen stimulierenden Effekt auf die Reninsekretion durch
o-Adrenozeptoragonisten. Kurtz et al. (1986) konnten die Reninsekretionsrate
von juxtaglomerularen Zellen der Rattenniere, durch hohe Konzentrationen von
Norepinephrin, herabsetzen. Sie beobachteten eine Erhéhung der [Ca®']; unter
Norepinephrin und vermuteten durch diese Substanz eine Aktivierung der PLC
mit der Bildung von IP3 und der Freisetzung von Ca?*-lonen aus intrazelluldren
Speichern. Norepinephrin bewirkt in niedrigen Konzentrationen eine Aktivierung
von -Rezeptoren, in hohen Konzentrationen Uberwiegt jedoch der a-adrenerge
Effekt (Kurtz et al. (1986)). Buhrle et al. (1986) konnten mit der Patch-clamp-
Methode eine Depolarisation der juxtaglomeruldren Zellen durch
a1-Adrenozeptoragonisten messen. Sie vermuteten daher einen Ca?*-Einstrom
durch VOCC’s in die reninsezernierenden Zellen, der gemall dem
Calciumparadoxon zu einer Verminderung der Reninsekretion fuhrt. In
zahlreichen Studien wurde die Rolle der a-Rezeptoren weiter untersucht. So
gibt es heute Anhaltspunkte, dass a-Adrenozeptoren die Reagibilitat des

Barorezeptormechanismus beeinflussen. Die Stimulation von
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a-Adrenorezeptoren fuhrt vermutlich zur Erhdhung des Schwellenwertes fur die

Aktivierung des Barorezeptormechanismus (Hackenthal et al. (1990)).

1.4 Fragestellung

Das RAAS stellt fur Blutdruck, Salz- und Wasserhomoostase ein wichtiges
Regulationssytem im Korper dar (s. Kap. 1.1). Die Aktivitdat des RAAS wird
durch die Sekretionsrate der Aspartylprotease Renin reguliert, was von einer
Vielzahl von Faktoren abhangt (s. Kap. 1.3). Die exakten intrazellularen
Signaltransduktionswege und Interaktionen dieser Faktoren sind bisher
groldtenteils nur unvollstandig aufgeklart. Die Reninsekretion stellt eine
Besonderheit dar, weil hier - im Gegensatz zu anderen sekretorischen
Systemen wie der [B-Zelle oder der Synapse - die Sekretion mit der
intrazelluldren Ca?*-Konzentration invers verkniipft ist: das sogenannte
Calciumparadoxon (Kurtz (1989)). Ein entscheidender Ruckkopplungs-
mechanismus im RAAS stellt die Hemmung der Reninsekretion durch ANG I
dar (s. Kap. 1.3.2.1). ANG Il fuhrt zur Depolarisation der juxtaglomerularen
Zellen. Gleichzeitig kommt es zu einer Erhéhung der intrazelluldren Ca?*-
Konzentration in den Zellen. Das von ANG |l ausgeldste intrazelluldre Ca?*-
Signal besteht aus zwei Phasen, der Peakphase und der Plateauphase (Kurtz
und Penner (1989)). Welche lonenkanale bei der Erhdhung der [Ca*]i in den
jeweiligen Phasen aktiviert werden, ist jedoch bislang nicht vollstandig geklart.
Bislang ist bekannt, das eine Verbindung der juxtaglomerularen Zellen
untereinander sowie mit dem Endothel und dem Mesangium durch Gap
junctions besteht (Haefliger et al. (2004)). Gap junctions flhren zur
elektrochemischen Kopplung der Zellen (Ryan et al. (2003)). Welche Rolle die

2*), wahrend der Stimulation der

Gap junctions bei der Erhdhung der [Ca
reninsezernierenden Zellen mit ANG Il spielen, ist jedoch bisher kaum
untersucht. Ein weiterer wichtiger intrazellularer sekundarer Botenstoff in der
Regulation der Reninsekretion ist cAMP. Eine Erhohung der intrazellularen

cAMP-Konzentration fuhrt zur Steigerung der Reninsekretionsrate (s. Kap.
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1.3.1.2). Die Rolle der Proteinkinase A (PKA) im Zusammenspiel von cAMP und
[Ca®"] in juxtaglomeruldren Zellen ist bisher ebenfalls nicht vollstindig geklért.
Durch die regulatorische Funktion des RAAS im Wasserhaushalt wurden bisher
ebenfalls  Ruckkopplungsmechanismen  zwischen der  extrazellularen
Osmolaritat und der Reninsekretionsrate beschrieben (Skgtt (1988)). Die Rolle
der [Ca®**]; in diesem Riickkopplungsmechanismus wurde jedoch nur
unbefriedigend in der Literatur dargestellt (s. Kap. 1.3.1.5). Somit wurden in
dieser Arbeit Untersuchungen angestellt, die zur Aufklarung folgender Fragen

beitragen sollten:

1.) Als Kernpunkt der Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, welche
Funktion L-Typ Ca®"-Kandle und SOCC’s wahrend der Peak- und der
Plateauphase bei der Erhohung der [Ca®'] durch die Stimulation

reninsezernierender Zellen der Rattenniere mit ANG |l Gbernehmen.

2.) Einfluss der Veranderung des Membranpotentials auf die unterschiedlichen

Phasen des Ca?*-Signals unter ANG II-Stimulation.

3.) Die Rolle der Gap junctions der afferenten Arteriole der Rattenniere im

intrazelluldren Ca**-Signal der ANG I Stimulation.

4.) Die Rolle der PKA bei der Interaktion der beiden intrazellularen second

messenger cAMP und [Ca?"];.

5.) Veranderungen der [Ca®*]; in juxtaglomeruldren Zellen durch Veranderung

der extrazellularen Osmolaritat.
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2 Material und Methoden

2.1 Material und Versuchstiere

211 Substanzen

Substanz Hersteller / Vertrieb
ANG Il Sigma, Taufkirchen
2-APB Tocris, KoIn

BaCl, Fluka, Taufkirchen
CaCl, Merck, Darmstadt

Collagenase A

Boehringer, Mannheim

Cyclopiazonic Acid (CPA)

Sigma, Taufkirchen

D(+)-Glucose

Merck, Darmstadt

db cAMP Sigma, Taufkirchen
DIBAC4(3) MoBiTec, Gottingen
DMSO Merck, Darmstadt

EGTA Sigma, Taufkirchen
Ethanol Sigma, Taufkirchen
Furosemid Sigma, Taufkirchen

Fura-2 (Acetoxymethylester)

MoBiTec, Gottingen / Biotrend Koln

Fura-2 (Kaliumsalz)

MoBiTec, Géttingen

GdCls Sigma, Taufkirchen
18B-Glycyrrhetinic Acid Sigma, Taufkirchen
HEPES Roth, Karlsruhe

1-Heptanol Sigma, Taufkirchen
H-89 Sigma, Taufkirchen

3-Isobutyl-1-Methylxanthine (IBMX)

Sigma, Taufkirchen
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Substanz

Hersteller / Vertrieb

Isoproterenol (ISO)

Sigma, Taufkirchen

Isradipin

Novartis, Basel

Immersionsol (ne23 1,518)

Leica, Wetzlar

KCI

Merck, Darmstadt

KT5720 Calbiochem, Schwalbach
D-Mannitol Sigma, Taufkirchen
MgCl, Merck, Darmstadt

MnCl, Sigma, Taufkirchen

NaCl Merck, Darmstadt

NaOH Merck, Darmstradt
NPPB Tocris, Kdln

1-Octanol Sigma, Taufkirchen

8-pCPT-2’-O-Me-cAMP

Biolog, Bremen

Pluronic-F127

Sigma, Taufkirchen

Poly-p-Lysine Sigma, Taufkirchen
TEA Sigma, Taufkirchen
21.2 Losungen

HEPES gepufferte physiologische Salzlosung (Na-HEPES-PS)

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

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt.
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K-HEPES gepufferte physiologische Salzldsung (K-HEPES-PS)

Losung
60 mM KCI 142 mM KCI
Substanz
NaCl 82,8 mM 2,8 mM
KCI 60 mM 142 mM

Die Konzentrationen der weiteren Substanzen entsprachen dem Na-HEPES-PS

Poly-p-Lysin-L6sung

Die Substanz wurde als Stammlosung hergestellt (1 mg/1 ml in Aqua bidest.)
und bei 8 °C aufbewahrt.

2121 Loésungen zur Messung der intrazellularen Ca®*-Konzentration

ANG Il in Na-HEPES-PS

Es wurde eine 1mM Stammlésung (in Aqua bidest.) hergestellt, die je nach

verwendeter Konzentration mit der jeweiligen HEPES-PS verdinnt wurde.

2-APB in Na-HEPES-PS
10 mM Stammlésung in Ethanol/DMSO (1:1)

BaCl in Na-HEPES-PS
1 M Stammldsung in Aqua bidest.

CPA in K-HEPES-PS
10 mM Stammldsung in Ethanol/DMSO (1:1)

db cAMP + IBMX in Na-HEPES-PS
IBMX wurde direkt in Na-HEPES-PS eingewogen und 3 Minuten mit Ultraschall

behandelt. Anschlielend wurde db cAMP in die Losung eingewogen.
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Fura-2-Farbeldsung

Zu 1,91 ml Na-HEPES-PS wurden 40 pl einer 1 mM Fura-2-AM-Stammldsung
(in DMSO) und 50 pl Pluronic (2 % in DMSO) gegeben. Die Losungen wurden

gemischt und fur ca. 2 Minuten mit Ultraschall behandelt. Zu dieser Losung

wurde 500 pl Glomerula-Suspension (in Na-HEPES-PS) gegeben. Man erhielt

eine 16 yM Fura-2-Farbeldsung.

GdCls in Na-HEPES-PS

10 mM Stammldésung in Aqua bidest.

18B-Glycyrrhetinic Acid in Na-HEPES-PS

100 mM Stammldsung in Ethanol/DMSO (1:1)

H-89 in Na-HEPES-PS

10 mM Stammldsung (in Methanol) vom Hersteller geliefert.

HEPES-PS + EGTA / HEPES-PS + EGTA ohne Ca®' (zur Kalibrierung)

Loésung HEPES-PS + EGTA
Substanz FIEPES-PS + EGTA ohne Ca*

NaCl 20 mM 20 mM

KCI 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-Kaliumsalz 5 uM 5 uM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,2 eingestellt.

1-Heptanol in Na-HEPES-PS

1-Heptanol wurde direkt in die gewlnschte Menge Na-HEPES-PS gegeben.
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IBMX 100 uM in Na-HEPES-PS

IBMX wurde direkt Na-HEPES-PS eingewogen, fir 3 Minuten mit Ultraschall

behandelt.

Isoprenalin (Isoproterenol) in Na-HEPES-PS

Es wurde jeden Tag eine frische 10 mM Isoprenalin-Stammldsung (in Aqua

bidest.) hergestellt.

KT5720 in Na-HEPES-PS

Es wurde eine 2 mM Stammldsung (in DMSO) vom Hersteller geliefert.

Na-HEPES-PS unterschiedlicher Osmolaritaten

Hypoosmaolar Isoosmolar Hyperosmolar

(232,6 mosmol) | (312,6 mosmol) | (392,6 mosmol)
NaCl 100 mM 100 mM 100 mM
D-Mannitol 0mM 80 mM 160 mM

Die Konzentration aller weiteren Substanzen entsprach dem Na-HEPES-PS.

Der pH-Wert wurde mittels NaOH auf 7,4 eingestellt.

Na-HEPES-PS ohne Ca**

Substanz Konzentration
NaCl 135 mM
KCI 2,8 mM
MgCl; 2mM
CaCly 0 mM
HEPES 10 mM
D(+)Glucose 11 mM
EGTA 5 mM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt.
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Na-HEPES-PS + TEA

Substanz Konzentration
NaCl 130 mM
KCI 2,8 mM
MgCl; 1 mM
CaCly 1 mM
HEPES 10 mM
D(+)-Glucose 11 mM
TEA 10 mM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt.

1-Octanol in Na-HEPES-PS:
1-Octanol wurde direkt in die gewunschte Menge Na-HEPES-PS gegeben.

8-pCPT-2’-O-Me-cAMP in Na-HEPES-PS
Die Substanz wurde direkt in Na-HEPES-PS eingewogen.

2.1.2.2 Losungen zur Messung des Membranpotentials

DIBAC4(3)-Farbeldsung
Es wurden 25 pl einer 100 uM DiBAC4(3)-Stammlésung in (DMSO/Ethanol) mit
1,975 ml Na-HEPES-PS gemischt; zu dieser Lésung wurden 500 ul der
Glomerula-Suspension (in Na-HEPES-PS) gegeben. Man erhielt eine 1 uyM
DiBAC4(3)-Farbelosung.

Na-HEPES-PS + DiBAC4(3)

Es wurde eine 10 mM DiBAC4(3)-Stammlosung in Ethanol/DMSO (1:1)
hergestellt, die Stammlésung wurde mit Na-HEPES-PS 1:10 000 verdunnt um
eine 1 uM DIBAC4(3) Lésung zu erhalten.
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Na-HEPES-PS + DIBAC4(3) + ANG 1l
Die gewlinschte Menge der 1 mM ANG II-Stammlésung wurde zu Na-HEPES-
PS + DIBAC4(3) gegeben.

Na-HEPES-PS + DIBAC4(3) + TEA
Es wurde ein Na-HEPES-PS + TEA hergestellt zu dem die entsprechende

Menge der DIBAC4(3)-Stammldsung gegeben wurde.

Na-HEPES-PS + DIBAC4(3) + 18R-Glycyrrhetinic Acid
Es wurde die gewinschte Menge 18B-Glycyrrethinic Acid-Stammldsung
(100 mM in Ethanol/DMSO (1:1)) zu Na-HEPES-PS + DiBAC4(3)

hinzugegeben.

2.1.2.3 Losungen zur Fluoreszenzmessung mit dem Fluoreszenz

Spectrophotometer

Calciumchlorid in H,O

CaCl; wurde in A. bidest geldst, eine 1 M Losung wurde hergestellit.

Na-HEPES-PS +EGTA

Substanz Konzentration
NaCl 20 mM
KCI 100 mM
MgCl, 1 mM
CaCl, 3,6 mM
HEPES 20 mM
EGTA 9mM
Fura-2-Kalium-Salz 5 uM

pH 7,2 mit NaOH eingestellt
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Na-HEPES-PS + EGTA + 1-Octanol
1-Octanol wurde direkt in die Stammlésung Na-HEPES-PS + EGTA in der

gewunschten Menge gegeben.

Na-HEPES-PS + EGTA + 1-Heptanol
1-Heptanol wurde in der gewtinschten Menge direkt in Na-HEPES-PS + EGTA

gegeben.

Na-HEPES-PS + EGTA + 18B-Glycyrrhetinic Acid
18B-Glycyrrhetinic Acid wurde als Stammldésung (0,1 M) in Ethanol/DMSO (1:1)
angesetzt. Die gewunschte Menge der Stamml6sung wurde in Na-HEPES-PS +

EGTA zugegeben.

Manganchlorid in H,O

Eine 1 M MnCl, L6sung in A. bidest wurde hergestellt.

21.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche Sprangue-Dawley Ratten (Charles River
Deutschland GmbH) mit einem Koérpergewicht von 200-500 g. Die Tiere wurden
bei einer Raumtemperatur von 22 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von ca.
60 % und einem kunstlichen 12 Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Der
Zugang zu Trinkwasser war zu jeder Zeit frei gegeben. Die Tiere erhielten eine
einmalige intraperitoneale Furosemid-Injektion (10 mg/kg Kérpergewicht). Nach
einer Furosemid-Behandlung erhielten die Ratten flir mindestens zwei Wochen
eine kochsalzarme Diét (Altromin C1036: 150 mg/kg Na®*, 3 mg/kg CI").
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2.2 Methoden

221 Isolierung der Glomerula mit anhangender afferenter Arteriole

Die Ratten wurden durch zervikale Dislokation und Dekapitation getotet. Nach
dem Ausbluten der Tiere wurden die Nieren nach einem medianen
Bauchschnitt enthommen und im Na-HEPES-PS bei 37 °C aufbewahrt. Eine der
Nieren wurde sofort verwendet, die zweite wurde in Na-HEPES-PS bei 8 °C ca.
funf Stunden aufbewahrt und dann ebenfalls prapariert.
Zur Vermeidung von Kontaminationen des Praparates (z.B. Proteasen, Keime)
wurde immer mit Latex-Handschuhen (Kimberly-Clark SafeSkin Satin Plus) und
unter dem Abzug gearbeitet.
Zur Isolierung der Glomerula mit anhangender afferenter Arteriole wurde die
enzymatische Praparation nach Kurtz und Penner (1989) bzw. Russ et al.
(1999) verwendet:

e Nierenkapsel mit nicht benétigtem Gewebe von der Niere mit einer

feinen Schere befreien

¢ Niere mit scharfer Rasierklinge halbieren

¢ Nierenbecken / -kelche mit Fettlager entfernen

¢ Nierenhalften mit Rasierklinge zerkleinern

e Zerkleinerte Nierenhalften in Na-HEPES-PS + Collagenase A (37 °C) fur

60 Minuten inkubieren (im Schuttelwasserbad)

Nach dieser Inkubation wurde die Suspension Uber Siebe der Maschenweite
200 pym und 125 um gefiltert. Als Letztes erfolgte das Auffangen der Glomerula

mittels eines Siebes der Maschenweite 63 um.

2.2.2 Quantitative Fluoreszenzmikroskopie

22.2.1 Messapparatur

Fluoreszenz ist ein Prozess, bei dem fluoreszierende Molekule, sog.
Fluorochrome, energiereiche Strahlung absorbieren (sog. Absorptionsspektrum)

und anschlielend diese aufgenommene Energie in Form energiearmerer
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Strahlung bei langeren Wellenlangen emittieren (sog. Emissionsspektrum). Bei
diesem Vorgang werden durch die zugefihrte Lichtenergie Elektronen in
hohere Energiezustande angehoben und beim Rucksprung, der in Stufen
erfolgt, energiearmeres Licht emittiert (sog. Stokes-Verschiebung); es resultiert
ein Emissionsspektrum. 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 Emissionslichtes wurde eine von

langwelliges Emmisionslicht <€—— Steuerung durch PC
kurzwelliges Anregungslicht <« - - elektrisches Signal

1. Lichtquelle 2. Verschluss

3. Ringblende 4. Spiegel

5. Spiegelrad 6. Monochromatoren

7. Dichroischer Spiegel 8. Objektiv

9. Praparat 10. Sperrfilter

11.  Kamera 12. Computer

Abb. 8 Funktionsprinzip der Messapparatur
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Photon Technology International (PTI, NJ, U.S.A.) entwickelte Messapparatur
verwendet. Der Strahlengang ist in Abb. 8 dargestellt. Der Lichtstrahl der 75 W
Xenon-Kurzbogenlampe (1) (XBO 75W / 2 OFR, Osram, D), der in diesem
System als Lichtquelle dient, kann durch einen Verschluss (2) unterbrochen und
die Lichtmenge durch eine Ringblende (3) reguliert werden. Wurde die
Messung mit nur einer Wellenlange bendtigt, wie bei der Messung des
Membranpotentials mit DIBAC4(3), so fiel der Lichtstrahl bei geotffnetem
Verschluss durch die Ringblende in einen Monochromator. War die Anregung
auf zwei Wellenlangen erforderlich, wie bei der Messung der [Ca®*]; mit Fura-2,
so wurde das Licht abwechselnd mit Hilfe eines drehenden Spiegelrades (5), in
die beiden Monochromatoren (6) gelenkt. Das Spiegelrad lasst je nach Stellung
den Lichtstrahl in einen Monochromator passieren oder reflektiert ihn in den
anderen Monochromator. Verwendet wurden Gitterchromatoren, die das auf
das Beugungsgitter auftreffende Licht der Wellenlange entsprechend
auftrennen. Uber die Software kann die Stellung des Gitters eingestellt und
somit Licht der gewunschten Wellenlange erzeugt werden. Sowohl die ein- als
auch die austretende Lichtmenge kann Uber die Blenden an den Ein- und
Ausgangen der Monochromatoren reguliert werden. Die Blenden waren so
eingestellt, dass die Fluoreszenzintensitaten bei beiden Wellenlangen
vergleichbar waren. An den Ausgangen waren die Blenden maximal geodffnet,
um die gesamte Menge des Anregungslichtes fir die Messung zur Verfigung
zu haben. Daruber hinaus kann an den Ein- und Ausgangen der
Monochromatoren die Spaltbreite eingestellt werden, was zur Einstellung der
Bandbreite des Lichtes dient. Von den Monochromatoren aus gelangt das
Anregungslicht Uber einen Lichtleiter zu einem inversen Mikroskop (Diaphot
300, Nikon, Japan), in dem das kurzwellige Anregungslicht Uber einen
dichroischen Spiegel (7) als Strahlteiler zu einem Fluoreszenz-
C")Iimmersionsobjektiv (N.A.: 1.3, CF Flour 40 x, Nikon / N.A.: 1.3, Plan Fluor
100 x, Nikon) gelenkt wird, durch welches das Licht zum Praparat (9) gelangt.
Das mit einem Fluoreszenzfarbstoff gefarbte Praparat wird durch das

eintreffende Licht angeregt und emittiert einen Teil der Energie wieder als
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Emissionslicht. Dieses gelangt durch das Obijektiv (8) zurlick zum dichroischen
Spiegel, durchdringt ihn und trifft auf einen nachgeschalteten Emissionsfilter
(10), der das Streulicht und Reflektionen absorbiert, so dass nur das emittierte
Licht durchtritt. Dieses wird mit einer Restlichtkamera (11) (IC-200, PTI)
detektiert, welches die optischen Signale digitalisiert, verstarkt und an den
Computer (12) weiterleitet. Der Computer dient zur Steuerung der Aufnahme,

zur Datenspeicherung und Auswertung. Es wurden wahrend des Experiments

Glomerulum

25 um

Abb. 9 Hellfeldbild eines isolierten Glomerulums mit anhangender afferenter Arteriole (AA) aus
der Niere einer kochsalzarm ernahrten Ratte. Im distalen Abschnitt, hier als ROl (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) umgerechnet. Die Aufnahme erfolgte mit einer
Restlichtkamera (IC-200, PTI) unter Verwendung eines 100 x Olimmersionsobjektivs (N.A.: 1.3,
CF Fluor Plan, Nikon).
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Bilder des gesamten Glomerulums inklusive afferenter Arteriole aufgenommen.
Zur Auswertung wurde dann der Bereich der afferenten Arteriole direkt am
Eintritt des Glomerulum ausgewahlt und als ROI (Region of interest) festgelegt
(s. Abb. 9). Nur in diesem Bereich, der 4-8 Zellen umfasste, wurde die
Anderung der Fluoreszenzintensitat gemessen. Zu Beginn jedes Experiments
wurde ein Hellfeldbild vom Glomerulum aufgenommen, um anschlieRend die
ROI genau festlegen zu konnen. Dabei wurden zur Reduktion der Lichtintensitat
drei Graufilter (ND 2A, ND 16A, ND 32, Nikon) in den Strahlengang eingefuhrt.
Fir alle Fluoreszenzmessungen wurde eine speziell angefertigte
Perfusionskammer aus Edelstahl (s. Abb. 10; Werkstatt des Institutes fur
Pharmakologie und Toxikologie, Tubingen) verwendet. In diese wurden
Deckglaser (g 30 mm, Assistent, Sontheim) eingesetzt, die als Kammerboden

dienten und zum besseren Haften der Zellen mit 120 pl einer mit Aqua bidest.

BN — 7 < Schraubverschluss
%;g < Kunststoffring
— < Deckglas
- < Dichtung

Metallkammer

A

Abb. 10 Aufbau der Perfusionskammer

1:6 verdunnten Poly-p-Lysin-Stammlosung (1 mg/ml) beschichtet waren. Der
Zulauf in die Kammer erfolgte Uber ein Schlauchsystem, das am Ende in eine
Injektionsnadel mundete (s. Abb. 11). Die Vorratsgefalde waren Uber Schlauche
mit einem Tropf verbunden, der einen blasenfreien konstanten Zulauf in die

Kammer garantierte. Der Zulaufschlauch fuhrte durch eine 50 ml
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Perfusorspritze, die mit einem Wasserbad verbunden war. So konnten die
Lésungen auf 37 °C vorgewarmt werden. Als Vorratsbehalter dienten 50 mi
Perfusorspritzen, die Uber elektromagnetisch betriebene Ventile getffnet und
geschlossen werden konnten. Die Perfusorspritzen waren Uber Klemmen an
einer Metallplatte befestigt und befanden sich 20 cm oberhalb der
Perfusionskammer, sodass die Gravitation als treibende Kraft fir den
Losungsfluss diente. Die Absaugung aus der Perfusionskammer bestand aus
einer Injektionsnadel, die Uber einen dunnen Schlauch in ein Auffanggefafl
mundete. Dieses war mit einer Membranluftpumpe verbunden, Uber die ein
Unterdruck erzeugt wurde, der ein gleichmafliges Absaugen der Badldésung

garantierte.

7 8 10 M

LE.'///

-;-9

1. Vorratsgefall 2. Ventile, elektromagnetisch
3. Topf 4. Durchflussbegrenzer

5. Wasserbad (37°C) 6. Zulauf

7. Perfusionskammer 8. Absauge

9. Mikroskoptisch 10. Auffanggefaf’

11.  Absaugpumpe

Abb. 11 Darstellung des Lésungsflusses
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2.2.2.2 Messung der intrazellularen Ca®**-Konzentration

2.2.2.21 Farbung der afferenten Arteriole und Messung der intrazellularen

Ca®"-Konzentration

Das Mikroskop wurde fiir die Messung der [Ca®*]; mit einem dichroischen
Spiegel (430DCLPO2, Omega, VT, U.S.A.) und einem Interferenzsperrfilter
(510WB40, Omega Optical) ausgestattet. Die Anregungswellenlange betrug
340 £ 5 nm und 380 + 5 nm; die Intensitat des emittierten Lichtes wurde im
Bereich von 490-530 nm gemessen. Die [Ca®']i 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 -tetra-
essigsaure), MoBiTec; s. Abb. 12) gemessen. Fura-2 ist ein Ca®**-Chelator, der
Ca?* mit vier Carboxylgruppen komplexiert. Die Substanz ist sehr selektiv fiir
Ca** gegeniiber Magnesium und nahezu unempfindlich fiir pH-Schwankungen
im physiologischen Bereich. Die Ca®*-Affinitit ist sehr glinstig fir
physiologische Messungen, da die Dissoziationskonstante etwa bei 0,14 uM
liegt, also im Bereich der zelluldren Ca**-Signale (0,1 pM). Fura-2 wird als
Azetoxymethylester (Fura-2-AM) in ungeladener, lipophiler und somit
membrangangiger Form in die Zelle durch Diffusion eingebracht. Im Cytosol
kommt es zur Anreicherung des Farbstoffs. Da der Azetoxymethylesterrest
durch endogene, unspezifische Esterasen abgespalten wird kann nun Fura-2 in
geladener Form nicht mehr durch die Plasmamembran diffundieren. Die
Farbung der Glomerula-Suspension erfolgte mit 16 uM Fura-2-AM + 0,04 % des
Detergens Pluronic F-127 in der jeweiligen HEPES-PS fur 60 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach dem Ende der Farbstoffbeladung wurde der Uberstand
der Farbelosung entfernt. Die Glomerula wurden vor der Messung noch 30
Minuten bei Raumtemperatur mit Na-HEPES-PS gewaschen. Bei der Messung

2*]; mit Fura-2 macht man sich zunutze, dass die Bindung von Ca®* das

von [Ca
Anregungsspektrum des Farbstoffs zu kirzeren Wellenlangen verschiebt. In

Ca**-freier Losung (freier Farbstoff) liegt das Absorptionsmaximum bei 365 nm,
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Abb. 12 Dargestellt ist das Anregungsspektrum von Fura-2 in Ca2+—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 Wellenlingen verschoben (vgl. Text).

Anregungsspektren gemessen bei: Agp, = 490 - 535 nm

bei hoher Ca*-Konzentration (Ca®*-Fura-2-Komplex) verschiebt sich das
Maximum auf 340 nm; der isosbestische Punkt liegt bei 360 nm; hier ist die
Fluoreszenz unabhangig von der Ca?*-Konzentration (s. Abb. 12). Angeregt
wurde bei 340 nm und 380 nm; bei 340 nm fluoreszieren beide Spezies (wobei
der Ca*-Fura-2-Komplex mehr beitragt), bei 380 nm sieht man {iberwiegend
den freien Farbstoff (s. Abb. 12). Die sehr geringe Fluoreszenz des Ca**-Fura-
2-Komplexes bei 380 nm wird in diesen Kurven (Quelle: Molecular Probes,
www.probes.com) nicht so deutlich wie in anderen Darstellungen (vgl. z.B.
Grynkiewicz et al. (1985)), aber auch die in unserer Apparatur ermittelten hohen

Rmax-Werte (s.u.) bestatigen die Charakteristik. Weiterhin wird die
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Fluoreszenzintensitat durch die Zelldicke (d), die Konzentration des Farbstoffs
(c) und die Konstante (K) bestimmt, die die optischen Eigenschaften der
Messapparatur zusammenfasst, wobei jedoch d, ¢ und K unbekannt sind. Wird
aber in kurzer Zeitfolge die Intensitat bei 340 nm und bei 380 nm gemessen, so
kann man davon ausgehen, dass sich die unbekannten Parameter nicht
unterscheiden. Aus den Fluoreszenzintensitaten der beiden
Anregungswellenlangen F340 und F380 kann anschlieRend der Quotient (Ratio
R) gebildet werden (,Ratio“ Methode), der Uber die Gleichung nach Grynkiewicz

et al. (1985) mit der Ca**-Konzentration verkn(ipft ist:

[Ca2+] _ Kbox (R — Rmin)

=
SF2
(Rmafo)X
SB2
Kb = Dissoziationskonstante des Fura-2-Ca?*-Komplexes
R = F 340/ F 380
Rmax = F 340 / F 380 bei sattigender Ca?*-Konzentration
Rmin = F 340/ F 380 bei Ca**-freier Ldsung
SF2 _ e . o ,
SB2 = Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten bei 380 nm

Anregung von Ca**-freiem / Ca**-gebundenem Farbstoff

22222 Zellfreie Kalibrierung des Systems

Wie Carmines et al. (1993) durch Messungen an der Arteriole der
Kaninchenniere und Rauch (2000, DA) durch Messungen an
reninsezernierenden Zellen der Ratte beschrieben hatten, ist eine intrazellulare
Kalibrierung des Fura-2-Signals in glatten Muskelzellen mit Problemen behaftet,
weshalb eine zellfreie Kalibrierung nach der von Grynkiewicz et al. (1985)
beschriebenen Methode durchgeflhrt wurde.

Der Kp-Wert von Fura-2 wurde von Rauch (2000) mit unserer Apparatur

ermittelt. Der so ermittelte Kp-Wert von 192 nM, ein Wert, der nahe am meist

54



Material und Methoden

verwendeten Wert von 224 nM (Grynkiewicz et al. (1985)) liegt, wurde allen
Berechnungen der [Ca?*]; zugrunde gelegt.

Bestimmung von Rpin, Rmax und (%} im Oktober 2003

Objektiv 100x

Rmin: 0,52

Rmax: 15,41
% : 10,32
SB2

Diese Werte galten fur alle Experimente.

22223 Auswertung der Ca**-Antworten - Bestimmung der PeakgréRe und

Flache

Bei den meisten Experimenten wurde mit einem Doppelstimulationsprotokoll
gearbeitet, bei dem zuerst mit einer Standardsubstanz stimuliert wurde. Nach
einer Auswaschphase wurde entweder mit oder unter der zu untersuchenden
Substanz bzw. Substanzgemisch stimuliert (s. Abb. 13). Seltener wurde mit
einem Einzelstimulationsprotokoll gearbeitet. Die Stimulationszeitraume wurden
bei den kurzen Stimulationen auf eine Minute, bei den langen Stimulationen auf
funf Minuten festgelegt.

Der Wert der [Ca®']; vor den Stimulationen wurde in den Tabellen als Basalwert
(basal) bezeichnet. War vor den Stimulationen der Verlauf der [Ca®']
ansteigend oder abfallend wurde eine Extrapolierung einberechnet. Stieg die
[Ca®*]; wahrend der Stimulation {iber den basalen Wert hinaus, so wurde dies in
den Tabellen als Peak bezeichnet. Bei langen Stimulationen, die sich Uber

2*), am Ende der

einen Zeitraum von funf Minuten erstreckten, wurde die [Ca
Stimulation nochmals gemessen und als [Ca®‘]; nach 5 Min Stim bezeichnet.
Bei diesen Protokollen wurde zusatzlich die Flache unter der Kurve (AUC)

bestimmt. Dies geschah durch eine eigens verfasste Computerberechnung. Die
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Kontrollsubstanz Untersuchungssubstanz
65 1 — ——
MW T
60 -
MW

40 — .
NV BW
35 BW <= A[Ca”"] Peak

<= A[Ca”"] nach 5 Min Stim.

30 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Zeit (min)

Abb. 13 Darstellung der Datenauswertung: Zunachst wurde fir jeden Peak (= Erhéhung der
[Caz+]i) eine individuelle Basislinie (BW) gezogen, bei exakt horizontalen Basiswertverlaufen
wurde ein Basiswert festgelegt. Anschlielend wurde der Maximalwert (MW) der Erhéhung von
[Ca2+]i in NnM bestimmt. Bildet man die Differenz der beiden Messwerte (Maximalwert —
Basiswert), so erhalt man die Anderung von [Caz+]i in nM, die als A [Ca2+]i Peak bezeichnet
wurden. Mit Hilfe einer Computerberechnung (vgl. Text) wurde die Flache unter der Kurve
(AUC) bestimmt, also der Bereich zwischen den individuellen Basislinien bzw. des Basiswertes
und der Kurve. Als A [Ca®]; nach 5 Min Sim. wurde der Wert der [Ca®']; nach Beenden der
Stimulation bezeichnet.

Messapparatur bendtigte fur die Aufnahme zweier Bilder (340 nm und 380 nm)
sowie den Pausen zwischen diesen Aufnahmen 4,67 Sekunden. Diese
Zeitspanne wurde als Timebase fur die Berechnungen verwendet. Man hatte
dadurch ca. alle funf Sekunden einen Messwert, den man mit der oben
genannten Timebase multiplizierte um die AUC zu errechnen.

Bei den Doppelstimulationsprotokollen wurde jeweils die zweite Stimulation
(Peaky), die in den Kontrollexperimenten mit der Standardsubstanz und in den
Untersuchungsexperimenten mit bzw. unter der zu untersuchenden Substanz
durchgefuhrt wurde, mit der ersten Stimulation (Peak4) verglichen und in den

Tabellen prozentual dargestellt (in den Tabellen als % Standardpeak
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bezeichnet), wobei die Werte des Peaks 100 % darstellten. Von allen Werten
der Einzelergebnisse einer Experimentreihe wurden anschlielRend die
Mittelwerte und der S.E.M. (standard error of the mean) berechnet und in einer

Tabelle zusammengefasst.

2.2.2.3 Messung des Membranpotentials

Das Membranpotential der reninsezernierenden Zellen wurde mit dem
spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoff DiBAC4(3) (bis-(1,3-
Dibutylbarbitursaure)Trimethinoxonol, MoBiTec, Goéttingen) in der oben
beschriebenen Apparatur gemessen, die dazu mit dem dichroischen Spiegel
DM 505 (Nikon) und dem Langpassfilter BA 520 (Nikon) ausgerustet wurde. Die
Anregungswellenlange betrug hier 488 + 4 nm, das emittierte Licht wurde bei
einer Wellenlange von > 520 nm gemessen.

Die Farbung der Glomerula-Suspension erfolgte mit 1 uM DIiBAC4(3) in
Na- HEPES-PS flur 80 Minuten. Jeder zur Messung verwendeten Lésung wurde
1 UM DIBAC4(3) in Na-HEPES-PS zugesetzt, sodass wahrend der Messung die
Glomerula-Suspension kontinuierlich mit DIBAC4(3) umspult wurde. Dadurch
wurde eine konstante Konzentration des Farbstoffs erreicht. Die Experimente
wurden bei 37 °C mit einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml/min durchgeflhrt.
Wie Fura-2 gelangt auch DIiBAC4(3) durch Diffusion in die Zelle (Waggoner
(1976)). Der Farbstoff enthalt negative Ladungen. In der Zelle bindet es an
hydrophobe Bestandteile von Proteinen und Membranen, wobei die
Fluoreszenzintensitat ansteigt (Brauner et al. (1984); Epps et al. (1994)). Der
Depolarisationszustand der Zelle bestimmt den Umfang des Eindringens von
DIBAC4(3) uber die Plasmamembran in die Zelle; je positiver das
Membranpotential ist, desto leichter kann der Farbstoff in die Zelle eindringen.
Demzufolge bewirkt eine Depolarisation einen Anstieg der
Fluoreszenzintensitat, Hyperpolarisation jedoch eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat, da der Farbstoff von der Zelle abgestoRen wird. Da frei

liegender Farbstoff keine Fluoreszenz zeigt, hangt die Fluoreszenzintensitat
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direkt von der Menge an intrazellular gebundenem Farbstoff ab. Da die Menge
potentialabhangig ist, kann die Fluoreszenzintensitat daher als Mal flr das

Membranpotential verwendet werden (Brauner et al. (1984); Epps et al. (1994)).

2224 Fluoreszenzintensitatsmessung mit dem  Fluoreszenz

Spectrophotometer

Die Fluoreszenzintensitat wurde mit dem Fluoreszenz Spectrophotometer
650-10S der Firma Perkin-Elmer (Uberlingen, Deutschland) durchgefiihrt. Die
zu untersuchenden Substanzen wurden in Einmalkivetten halbmicro PS
(Roland Vetter Laborbedarf, Ammerbuch, Deutschland) pipettiert und in den
Spectrophotometer gegeben. Die gewinschten Anregungswellenlangen wurden
am Spectrophotometer eingestellt. Das Ergebnis der Emission wurde an ein

Voltmeter ausgegeben und abgelesen.

2.2.3 Statistik

Zur Datenauswertung wurde der Mittelwert + S.E.M. angegeben. Die
Uberprifung 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 Antworthaufigkeiten erfolgte mit dem Chi-
Quadrat-Test. Die Berechnungen wurden mit Sigma Plot 2000 (Statistical
Product & Service Solutions Inc., Chicago, IL, U.S.A.) und Sigma-Stat
(Statistical Product & Solutions Inc) durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

In allen Versuchen wurde mit GefalRen aus Tieren gearbeitet, die nach einer
einmaligen Applikation des Schleifendiuretikums Furosemid fur mindestens 14
Tage eine kochsalzarme Diat erhalten hatten. Grund hierfir ist, dass
Kochsalzrestriktion  das  Renin-Angiotensin-Aldosteron-System  (RAAS)
stimuliert und eine vermehrte Rekrutierung glatter Muskelzellen in
reninsezernierende Zellen bewirkt. Der reninpositive Bereich wird zum einen
weiter nach proximal ausgedehnt, zum anderen wird die Anzahl der
reninpositiven  Arteriolen erhdht. Da in den Experimenten [Ca®'] in
reninsezernierenden Zellen gemessen werden sollte, ist eine Erhdhung der
Anzahl reninsezernierender Zellen von groRem Vorteil. Die [Ca®'], wurde im
distalen Anteil der afferenten Arteriole gemessen, genau am Eintritt der
Arteriole in das Glomerulum, wo die reninsezernierenden Zellen lokalisiert sind
(s. Kap. 2.2.2.1). Soweit nicht anders beschrieben wurde als Grundlésung fiur
die Perfusion der Na-HEPES-Puffer (s. Kap. 2.1.2) verwendet.

3.1 Effekt und Charakterisierung des Einflusses von
Angiotensin | auf die intrazellulare
Ca?*-Konzentration der reninsezernierenden Zellen
der afferenten Arteriole der Rattenniere

Angiotensin Il (ANG II) wirkt vasokonstriktorisch und hemmt Uber ein negatives
Feedback die Sekretion des Botenstoffs Renin aus den reninsezernierenden
Zellen der afferenten Arteriolen der Niere. Beide Effekte werden vermutlich
durch einen transienten Ca?*-Anstieg bewirkt, der {iber den second messenger
IP3 vermittelt wird. Ziel der hier dargestellten Versuche war es, die Antwort der
reninsezernierenden Zellen auf ANG Il zu charakterisieren. Hierzu wurden die
Zellen uber unterschiedlich lange Zeitraume mit ANG Il stimuliert. Es wurde
uber eine Minute (s. Abb. 14) oder finf Minuten (s. Abb. 15) stimuliert. In den
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Abb. 14 Erhéhung der [Ca®']; durch Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit ANG II
(3 nM) fiir jeweils eine Minute. Es wurde ein Doppelstimulationsprotokoll angewendet mit einer
Auswaschzeit von 15 Minuten zwischen den Stimulationen. Charakteristisch war der schnelle
Anstieg und der schnelle Abfall der [Ca2+]i. Der zweite Peak war typischerweise etwas kleiner
(62 £ 18 %, n = 4) als der erste Peak.

Experimenten mit einminutigem Stimulationszeitraum konnte ein schneller
Anstieg und ein schneller Abfall der [Ca®']; festgestellt werden, was als Peak
bzw. Peakphase bezeichnet wurde. Diese Experimente wurden in einem Einzel-
oder Doppelstimulationsprotokoll durchgefuhrt. Es zeigte sich nur eine
geringfugige Tachyphylaxie in den Doppelstimulationsprotokollen. In den
Experimenten mit 5-Minuten-Stimulationszeitraum wurde, gleich den
Experimenten mit 1-Minuten-Stimulationszeitraum, ein schneller Anstieg (Peak)
der [Ca®']; beobachtet. Der Verlauf der [Ca®"]; unterschied sich in diesen
Experimenten von den einminutigen Stimulationsprotokollen, dass sich eine
Plateauphase ausbildete, d.h. es bildete sich ein stabiles héheres Niveau der

[Ca®]; aus. Diese Plateauphase lag unter dem Niveau des Maximalwertes des
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Abb. 15 Erhdhung der [Ca®]; durch ANG Il (3 nM) unter Anwendung des

Doppelstimulationsprotokolls mit einem Stimulationszeitraum von finf Minuten. Deutlich sichtbar
war eine Plateauphase nach einem steilen Anstieg (Peak) der [Ca2+]i, deren Niveau unter dem
maximalen Wert des Peaks lag. Nach der Plateauphase sank die [Ca2+]i in einem steilen Abfall
wieder auf ein basales Niveau durch Auswaschen des ANG Il ab.

Peak. Erst nach der Plateauphase, wahrend des Auswaschens des ANG I,
ging die [Ca®*]; wieder in einem steilen Abfall auf ein basales Niveau zuriick.
Dieser Effekt konnte in der sich anschlielienden zweiten Stimulation wiederholt
beobachtet werden. Somit konnte der 5-Minuten-Stimulationszeitraum in zwei

Phasen unterteilt werden: ein schneller Anstieg der [Ca®);

(Peakphase) und
eine Plateauphase mit anschlieRendem schnellen Abfall der [Ca?*].. Auch hier
zeigte sich in den Doppelstimulationsprotokollen nur gering Tachyphylaxie. Ziel
der anschlielenden Untersuchungen war es aufzuklaren, durch welche

physiologischen Mechanismen Peakphase und Plateauphase entstehen.
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3.2 Pharmakologische Charakterisierung des Peak und
der Plateauphase der Ca®*-Erhdhung reninsezer-
nierender Zellen durch ANG Il

3.21 Einfluss des Ca?*-Antagonisten Isradipin auf Peak und

Plateauphase

3.2.11 Doppelstimulationsprotokoll

Ziel dieser Versuche war es, zu untersuchen, ob Isradipin, als Antagonist flr
L-Typ-Ca?*-Kandle, einen Einfluss auf die Peakphase und die Plateauphase
ausubt. Die hierfur unternommenen Versuche wurden in Doppelstimulationen
durchgefuhrt, wobei in der Versuchsgruppe die zweite Stimulation in
Anwesenheit von Isradipin (100 nM) stattfand. ANG Il wurde wahrend des
funfminttigen Stimulationszeitraums in einer Konzentration von 1 nM
eingesetzt. Diese niedrige Konzentration war notig, um die Zellen Uber den
langen Messzeitraum nicht zu stark zu belasten. Die Ergebnisse der
Versuchsreihe sind in Tab. 2 zusammengefasst.

Um eine Veranderung der Peakphase durch Isradipin nachzuweisen, wurde der
prozentuale Wert fiir A [Ca®']; Peak, zwischen der Kontrollgruppe (n = 4) und
der Versuchsgruppe (n = 10) im t-Test miteinander verglichen. In der
Versuchsgruppe unter Isradipin stieg Peak, auf 67 + 7 % der Hohe des Peak;
dieser Gruppe, bei der Kontrollgruppe erreichte Peak; 62 + 18 % des Peak,. Ein
signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Werten besteht nicht.

Die Charakterisierung der Plateauphase geschah durch die Werte A [Ca®")
nach 5 Min Stimy und durch die Flache unter der Kurve (AUC,). Die
Versuchsgruppe wurde dabei wieder mit der Kontrollgruppe durch einen t-Test
verglichen. Auch hier wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen nachgewiesen. Weder die Peakphase noch die Plateauphase
lieRen sich in den durchgefuhrten Experimenten durch Isradipin, also durch die

Blockade von L-Typ-Ca®**-Kanalen, beeinflussen.
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Standardpeak Testpeak
A [Ca™); A [Ca®);
[Ca*']; |A[Ca*];| nach 5 AUC [Ca*'], |A[Ca*'];| nach5 AUC
basal Peak; Min ' | basal, | Peak, Min 2
100 nM
lsradlbin | 3434 | 2644 | 1423 | 7526 | 50%6 | 1743 | 8+3 | 4843
(in nM)
%
Standard | 100 100 100 100 67+7 | 57+15 | 64+8
peak
Kontrollen

n=4 175 17+£3 71 46+6 | 255 103 5+£2 236
(in nM)

%
Standard 100 100 100 100 62+18 | 85+38 | 54 £ 17
peak

Tab. 2 Ergebnisse des Doppelstimulationsprotokolls: Stimulation mit ANG Il (1 nM) Gber einen
funfminttigen Zeitraum in der Versuchs- und Kontrollgruppe. Peak, entstand in der
Versuchsgruppe unter der Einwirkung von Isradipin (100 nM). Weder die Peak- noch die
Plateauphase unteschieden sich bei Peak, zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe
signifikant. Isradipin hatte keine Einfluss auf diese Phasen.

3.2.1.2 Einzelstimulationsprotokoll

Die Versuche des Einzelstimulationsprotokolls (s. Abb. 16) wurden als
Erganzung zu den Doppelstimulationsprotokollen aufgenommen. Bei den
Doppelstimulationen hatten die Zellen in der zweiten Halfte der Messung,
vermutlich durch die sehr lange Messzeit bedingt, haufig nicht mehr adaquat
bzw. deutlich genug auf die Stimulation mit ANG Il reagiert. Der
Stimulationszeitraum betrug bei den Einzelstimulationen ebenfalls finf Minuten.
Duch die kurzere Messzeit und die einzelne Stimulation konnte ANG Il in einer
Konzentration von 10 nM eingesetzt werden, um ein deutliches Ca?*-Signal zu
erhalten. Die Isradipinkonzentration betrug weiterhin 100 nM. Tab. 3 fasst die

Ergebnisse aus der Versuchsreihe zusammen.
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240 A [Ca™);
[Ca?"], basal AF[,C"‘ I | nhach 5 Min AUC
eak Sti
m.
Isradipin
100 nt 20 + 4 18+ 4 1315 64 + 21
(in nM)
Kontrollen
n=4 20+ 10 38 + 11 14+6 89 + 43
(in nM)

Tab. 3 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Einzelstimulationsprotokollen der Kontrollen
und der Versuche unter Isradipin (100 nM). Die Stimulation erfolgte durch ANG Il in einer
Konzentration von 10 nM Uber einen Zeitraum von finf Minuten.

a) b)
ANG 11 10 nM ANG 11 10 nM
50 I I 20 7 I
181 100 nM Isradipin
40 - 16 1
14 1
~ 30 =
s % 12 4
< 2 = 10
& & 8y
S 10 SRS
4 4
0 27
o1
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 16 zeigt die Versuche mit Isradipin (100 nM) und die Kontrollen der Stimulation mit ANG I
(10 nM) Uber einen Zeitraum von fiinf Minuten:

a) Kontrollexperiment: Zu sehen ist der Peak, der in die Plateauphase tbergeht. Die [Ca2+]i fallt
nach Absetzen des ANG Il wieder auf ihren anfangs basalen Wert zuriick.

b) Experiment der Versuchsgruppe: Stimulation mit ANG Il (10 nM) Uber einen Zeitraum von
funf Minuten unter der Gabe von Isradipin (100 nM). Deutlich zu erkennen ist die unter Isradipin
weiter bestehende Plateauphase im Anschluss an die Peakphase. Die [Ca®']; fallt auch in
diesem Experiment nach Absetzen des ANG Il wieder auf den anfangs basalen Wert zurlck.
Bei der vermeindlichen Erhéhung der [Ca®] bei Ansetzen des Isradipin handelt es sich um
einen Wackelartefakt wahrend der Messung.

Die Charakterisierung des Peak geschah, wie im vorangehenden Kapitel
beschrieben, durch A [Ca®']; Peak. Im t-Test konnte hier zwischen der
Versuchsgruppe (n = 6) mit Isradipin und der Kontrollgruppe (n = 4) ohne

Isradipin kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Zur Charakterisierung der Plateauphase wurden die Werte A [Ca?*]; nach 5 Min
Stim. und AUC verwendet. Auch diese Werte zeigten im Vergleich zwischen
den beiden Gruppen keinen signifikanten Unterschied. Da auch in dieser
Experimentreihe die Peakphase und die Plateauphase nicht durch die Blockade
von L-Typ-Ca®*-Kanilen mit Isradipin beeinflusst werden konnte bestétigen
diese Resultate die Ergebnisse aus den Doppelstimulationsprotokollen des

vorangegangenen Kapitels.

3.2.2 Einfluss von Speicher-aktivierten Ca**-Kanilen auf den Peak

und die Plateauphase der Stimulation durch ANG Il

3.2.2.1 Einfluss der Blockade Speicher-aktivierter Ca**-Kanale durch

Gadolinium auf den Peak und die Plateauphase

Speicher-aktivierte Ca?*-Kanale (SOCC's) wurden in den reninsezernierenden
Zellen der Niere bereits mehrfach nachgewiesen (s. Kap. 1.3.1.1.2.3). Welche
Rolle diese Kanale bei der Peak- und Plateauphase einnehmen war bisher nicht
genau bekannt und gab Anlass zu den hier aufgeflihrten Untersuchungen. Die
Experimente wurden als Einzelstimulation durchgefuhrt (s. Abb. 17). Die
Stimulationszeit betrug funf Minuten. Das Einzelstimulationsprotokoll wurde
gewahlt um die Messzeit zu verkurzen und um eine hohe ANG Il-Konzentration
(10 nM) verwenden zu koénnen. Dadurch wurde ein deutliches Ca®*-Signal
erhalten. Die SOCC's wurden durch Gadolinium in einer Konzentration von
50 pM Dblockiert. Die Resultate der Experimente wurden in Tab. 4
zusammengefasst.

Die Peakphase wurde durch die Werte A [Ca?']; Peak charakterisiert. Die
Kontrollgruppe (n = 7) und die Versuchsgruppe (n = 9), unter dem Einfluss von
Gadolinium, wurden hier durch einen t-Test miteinander verglichen. Es konnte
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Die Plateauphase wurde durch die Werte A [Ca®']; nach 5 Min Stim. und die
AUC charakterisiert. A [Ca®*]; nach 5 Min Stim. betrug in der Versuchsgruppe
4 £ 1 nM und in der Kontrollgruppe 9 + 1 nM. Diese Werte zeigten im t-Test
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einen signifikanten Unterschied (p = 0,019). Die AUC blieb beim Vergleich
zwischen der Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe ohne signifikanten
Unterschied. Die oben erlauterten Ergebnisse zeigen, dass durch die Blockade
der SOCC’s mit Gadolinium die Plateauphase unter ANG Il Stimulation

signifikant verringert werden konnte.

[Ca®]: A[Ca*™; |A[Ca*]inach AUC
basal Peak 5 Min Stim.
Gadolinium
s 1412 23+3 4+1 4248
(in nM)
Kontrollen
n=7 17 + 3 19+3 9+1 54 +8
(in nM)

Tab. 4 Dargestellt sind die Ergebnisse ANG Il Stimulation. In der Versuchsgruppe wurde die
Stimulation mit ANG Il unter gleichzeitiger Gabe von Gadolinium (50 uM) durchgefiihrt, in der
Kontrollgruppe wurde in Abwesenheit von Gadolinium stimuliert. Die Stimulationszeit betrug funf
Minuten. A [Ca2+]i nach 5 Min Stim. war in der Versuchsgruppe signifikant kleiner als in der
Kontrollgruppe (p = 0,019).

a) b)
40 - ANG 11 10 nM 40 - ANG I 10 nM
Gadolinium 50 pM
35
35
— <= 30 -
- = 25
~ N
@©
o 25 | @
— 2 20 4
20 1 15
15 T T T T T T T 10 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 17 zeigt den Verlauf der [Ca2+]i unter Stimulation mit ANG 1l (10 nM)

a) Kontrollversuch, die Stimulation erfolgte durch ANG Il (10 nM). Deutlich erkennbar ist der
Peak und die sich anschlielende Plateauphase.

b) ANG II-Stimulation (10 nM) unter Blockade der SOCC's mit Gadolinium (50 pM). Die
Peakphase blieb unverandert, eine Plateauphase war hingegen nicht mehr vorhanden.
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3.2.2.2 Einfluss der Blockade Speicher-aktivierter Ca?*-Kanale durch

2-APB auf den Peak und die Plateauphase

Die Versuchsreihe diente als Erganzung und Bestatigung der Ergebnisse aus
Kap. 3.2.2.1. 2-APB (2-Aminoethoxydiphenylboran) blockiert, wie Gadolinium,
die Speicher-aktivierten Ca**-Kandle (SOCC’s) (s. Abb. 18). Es wurde
wiederum mit einem Einzelstimulationsprotokoll gearbeitet. 2-APB wurde in
einer Konzentration von 30 uM eingesetzt. Die Ergebnisse der Versuchsreihe
zeigt Tab. 5.

[Ca®']: A[Ca*™, |A[Ca*]inach AUC
basal Peak 5 Min Stim.

2-APB

LB 27+6 19+ 4 413 19+3

(in nM)

Kontrollen
n=5 23+10 29+ 10 7+2 64 + 11
(in nM)

Tab. 5 Ergebnisse aus den Stimulationen mit ANG Il 10 nM. Die SOCC’s wurden mit 2-APB
(30 upM) blockiert. Es wurde mit einem Einzelstimulationsprotokoll gearbeitet. In der
Versuchsgruppe war A [CaZ+]i nach 5 Min Stim. signifikant kleiner gegenlber der Kontrollgruppe
(p = 0,014). Weiterhin war die AUC der Versuchsgruppe signifikant kleiner als die der
Kontrollgruppe (p = 0,001).

Die Versuchs- und die Kontroligruppe wiesen bei der Peakphase keinen
signifikanten Unterschied auf.

Die Plateauphase wurde durch die Hohe der Werte A [Ca®*]i nach 5 Min Stim.
und AUC charakterisiert. A [Ca®li nach 5 min Stim. wurde in der
Versuchsgruppe unter 2-APB mit - 4 £ 3 nM errechnet und ist damit signifikant
kleiner als in der Kontrollgruppe (7 + 2 nM; p = 0,014). Die AUC war in der
Versuchsgruppe ebenfalls signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe
(p = 0,001). Die Ergebnisse aus dieser Versuchsreihe bestatigen und
unterstutzen die Resultate aus Kap. 3.2.2.1. Die Plateauphase wird durch die
Blockade der SOCC’s signifikant in ihrer HAhe verkleinert bzw. vdllig

unterdruckt.
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a) b)
30 ANG I 10 nM 40 - ANG 11 10 nM
. — ———
2-APB 30uM
25 | 35
30 A
= 20 s
£ T
= = 251
& i
N 15 1 N
S} O, 201
10 15
5 T T T T : . . 10 T T T T T r r
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 18 Einfluss des SOCC’s Blocker 2-APB auf die Peak- und die Plateauphase der
Stimulation mit ANG 1l (10 nM):

a) Kontrollexperiment, Stimulation durch ANG Il (10 nM). Die Plateauphase im Anschluss an die
Peakphase ist deutlich zu erkennen.

b) Blockade der SOCC’s mit 2-APB (30 uM). Die Plateauphase im Anschluss an die Peakphase
unter ANG Il Stimulation (10 nM) ist bei Blockade der SOCC’s nicht mehr sichtbar.

3.23 Beeinflussung des Peak und der Plateauphase der [Ca®]

unter ANG Il Stimulation durch Veranderungen des

Membranpotentials

3.23.1 Beeinflussung des Peak durch Veranderung des

Membranpotentials

Die Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit ANG Il flhrt zur
Depolarisation. Dies wurde von Laske-Ernst (2003), Buhrle et al. (1984) und
Kurtz und Penner (1989) an reninsezernierenden Zellen der Rattenniere bereits
demonstriert. Unklar war bislang, ob fiir die Erhdhung der [Ca®]; unter der
Stimulation dieser Zellen mit ANG |l eine Depolarisation nétig ist, oder ob die
Erhéhung der [Ca?']; unabhédngig vom Membranpotential stattfindet. Zu diesem
Zweck wurden die Zellen bereits vor der Stimulation mit ANG Il depolarisiert.
Eine weitere Depolarisation war, aufgrund der intra- und extrazellularen
Elektrolytverteilung, in diesem Zustand nur minimal bzw. nicht mehr moglich.
Ware die Erhdhung der [Ca®*], im depolarisierten Zustand durch ANG I
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weiterhin moglich, so ware dieses Signal nicht obligat auf eine Veranderung des
Membranpotentials angewiesen. ANG Il wirde dann andere zellulare Vorgange
zur Erhohung der [Ca®]i verwenden. In den Versuchen wurde die
Depolarisation durch hohe extrazelluldre K*-Konzentrationen erreicht. Um einen
Eindruck davon zu bekommen wie die Zellen auf diese Verhaltnisse reagieren
wurden die ersten Versuche wurden mit einer extrazellularen K*-Konzentration
von 60 mM durchgefuhrt (n = 10). Im Anschluss an diese Versuchsreihe wurden
die Experimente mit einer extrazellularen K'-Konzentration von 142 mM

durchgefuhrt (n = 10) . Zur Stimulation wurde ANG Il in einer Konzentration von

Standardpeak Depolarisation Testpeak
[Ca™]; A [Ca™], A [Ca™] [Ca™]; A [Ca™]
basal Peak; Depol. basal Peak, Peak,
60 mM K*
n=10 44 £ 10 37 +£13 23+8 77 £ 23 265
(in nM)
“ 100 100 79 +£19 178 £ 16 98 + 31
Standardpeak - - -
142 mM K*
n=10 69 + 30 67 + 28 93 + 39 140 + 47 117 + 46
(in nM)
i 100 100 152 + 35 276 + 45 222 + 94
Standardpeak - - -
Kontrollen
n=7 18+3 18+3 - 19+4 173
(in nM)
% 100 100 - 112+ 17 113+ 28
Standardpeak = -

Tab. 6 Darstellung der Ergebnisse der Stimulation mit ANG Il (3 nM) unter depolarisierten
Verhaltnissen. Die Depolarisation der Zellen erfolgte mit einer extrazellularen K*-Konzentration
von 60 mM 142 mM. Die Zellen reagierten auch unter Depolarisation auf die Stimulation mit
ANG Il mit einem Anstieg der [Ca®"];.
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Abb. 19 zeigt die Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit ANG Il (3 nM) in
Kontrollexperimenten und unter  depolarisierten Zustanden. Es wurde ein
Doppelstimulationsprotokoll angewendet.

a) Kontrollexperiment, Doppelstimulation der Zellen mit ANG 1l (3 nM).

b) Versuch mit der Depolarisation der Zellen durch 60 mM K-HEPES-PS und Stimulation der
Zellen mit ANG Il unter depolarisierten Verhaltnissen. Zu erkennen ist, dass sich Peak, von
Peak, in der Hohe nicht unterscheidet.

¢) Versuch mit der Depolarisation der Zellen durch 142 mM K-HEPES-PS und Stimulation der
Zellen mit ANG Il (3 nM) unter depolarisierten Verhaltnissen. In den Experimenten lie3 sich kein
signifikanter Unterschied in der Héhe der Peaks der beiden ANG Il Stimulationen errechnen.

3 nM eingesetzt. Es wurde mit einem Doppelstimulationsprotokoll gearbeitet.
Die Ergebnisse sind in Tab. 6 zusammengefasst. Peaks wurde sowohl in den
Versuchsgruppen, als auch in der Kontrollgruppe (n = 7) bei physiologischen
lonenkonzentrationen durchgeflihrt. Peak, wurde dann in den Versuchsgruppen

unter depolarisierten Verhaltnissen (extrazellulare K*-Konzentration von 60 mM
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und 142 mM) gemessen. Die Hohe des Peak, wurde durch die prozentualen
Werte fiir A [Ca®']; Peak, charakterisiert. Hier erreichten die Versuchsgruppe
mit 60 mM K'-Depolarisation 98 *+ 31 % des Peak; dieser Gruppe, die
Versuchsgruppe mit 142 mM K'-Depolarisation 222 + 94 % und die
Kontrollgruppe 113 + 28 %. Der ANOVA-Test zeigte zwischen den
Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied (s.
Abb. 19). Diese Resultate sprechen dafir, das die durch ANG Il verursachte
Erhdhung der [Ca?']; in reninsezernierenden Zellen der Rattenniere nicht obligat
auf eine Depolarisation angewiesen ist. Des Weiteren werden die intrazellularen
Signaltransduktionswege des ANG Il durch die Depolarisation nicht merklich
beeinflusst. Die durchgefiihrten Versuche lieRen jedoch nur eine Aussage uber

die Peakphase zu, Untersuchungen zur Plateauphase folgten (s. Kap. 3.2.3.2).

3.2.3.2 Beeinflussung der Plateauphase durch Verdnderung des
Membranpotentials

In Kap. 3.2.3.1 konnte gezeigt werden, dass die Peakphase der ANG Il
Stimulation durch eine Depolarisation unbeeinflusst blieb. Ein Einfluss auf die
Plateauphase konnte mit dem dabei verwendeten Doppelstimulationsprotokoll
nicht quantifiziert werden. Aus diesem Grund wurde in dieser Versuchsreihe ein
Doppelstimulationsprotokoll mit einem Stimulationszeitraum von funf Minuten
angewendet. Zwei Versuchsreihen wurden durchgefiihrt wobei lediglich die
Konzentration des ANG Il variiert wurde (3 nM und 1 nM). Bedingt durch den
langen Messzeitraum wurde in der ersten Versuchsreihe (s. Abb. 20) die ANG
II- Konzentration gering gewahlt (1 nM). Um auszuschlieRen, dass die ANG II-
Konzentration flr das Ausldsen einer Plateauphase zu gering gewahlt wurde,
entstand eine zweite Versuchsreihe (s. Abb. 21) mit einer ANG Il Konzentration
von 3 nM. Die Resultate der ersten Versuchsreihe wurde in Tab. 7, die der

zweiten Versuchsreihe in Tab. 8 zusammengefasst.
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Standardpeak Depol. Testpeak
A [Ca™); [Ca® A [Ca™);
[Ca®]i |A[Ca®]i| nach U |2 [ca™); ool |A [Ca®]i| nach AT
basal | Peak; | 5Min ' | Depol p Peak; | 5 Min 2
. eak:z .
Stlm.1 Stlm.z
142 mM K*
n=5 19+5 | 25+6 | 13+5 | 97+30 | 18+3 | 32+5 | 15+4 | 1+1 | 307
(in nM)
%
Standardpeak| 100 100 100 100 | 98+33 [191+24|67+13 | 15+7 | 44+ 16
Kontrollen
n=4 26+8 | 25+3 | 10+1 | 82+6 - 31+8 | 15+2 | 7+3 |54+15
(in nM)
%
Standardpeak| 100 100 100 100 - 123+5 [ 65+11 | 70+ 25 | 63 + 16

Tab. 7 Dargestellt sind die Ergebnisse aus den Doppelstimulationen mit ANG Il (1 nM). Die
Versuchsgruppe wurde vor der zweiten Stimulation mit 142 mM K" depolarisiert. A [Ca®]; nach
5 Min Stim., stellte sich in der Versuchsgruppe signifikant kleiner dar als in der Kontrollgruppe

(p = 0,001).

a)

ANG I 1 nM
50 1

ANG Il 1 nM

142 mM K-HEPES-PS

20

Zeit (min)

30

40

[Ca2*]j (nM)

ANG Il 1 nM ANG Il 1 nM
45 7 m— —
0 5 10 15 20 25 30
Zeit (min)

35

Abb. 20 Stimulation der reninsezernierenden Zellen durch ANG Il (1 nM) Uber einen Zeitraum

von finf Minuten.

a) In der Versuchsgruppe wurde die zweite Stimulation der Zellen unter Depolarisation (142 mM
K" extrazellulér) durchgefiihrt. Eine Plateauphase war wahrend der zweiten Stimulation nicht zu

erkennen.

b) In der Kontrollgruppe ist bei beiden aufeinander folgenden Stimulationen eine Plateauphase

vorhanden.
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Zur Bestatigung der Ergebnisse aus Kap. 3.2.3.1 wurde nochmals der Einfluss
der Depolarisation auf die Peakphase bei den Stimulationen mit 1 nM ANG I
Giberpriift. Hierfir wurden die Werte von A [Ca*']; Peak., der Versuchs- und
Kontrollgruppe einem t-Test unterzogen. Ein signifikanter Unterschied stellte
sich hierbei nicht heraus, womit die Ergebnisse aus Kap. 3.2.3.1 bestatigt
wurden.

Die Plateauphase wurde durch die Werte der A [Ca®'], nach 5 Min Stim., und
die AUC, charakterisiert. A [Ca®]i nach 5 Min Stim., wurde einem t-Test
unterzogen und damit Versuchs- und Kontrollgruppe miteinander verglichen.
Dabei konnte ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen
festgestellt werden (p = 0,001). Bezuglich der AUC, konnte kein Unterschied

zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen werden (s. Tab. 7).

Standardpeak Depol. Testpeak
, b |B [ca™] o | [Ca? o |B [ca*]:
[Ca®]; |A[Ca*]i| nach A [Ca*"); " |A[Ca*']i| nach
basal | Peaks | 5Min | AYC" | Depol | P23l | "peak, | smin | AUC2
. Peak: .
Stlm.1 Stlm.z
142 mM K*
n=9 40+6 |39+6 |17+3 [125+28 | 32+6 |73+11 | 25+4 5+2 |49+ 11
(in nM)
% 100 100 100 100 87+10 192+19 [87+20 [ 22+5 |44+6
Standardpeak
Kontrollen
n=6 53+13 [50+16 | 13+3 [141 + 51 - 66+15 |26+10 | 9+3 |75+£32
(in nM)
%
Standardpeak 100 100 100 100 - 127 +6 | 53+6 |65+13 |62+18

Tab. 8 Ergebnisse des DoppelstimulationsprotokolIs unter Stimulation mit ANG Il (3 nM) fir
jeweils finf Minuten. A [Ca®"], nach 5 Min Stim., war in der Versuchsgruppe signifikant kleiner
als A [Ca2+]i nach 5 Min Stim., der Kontrollgruppe (p = 0.003). Die AUC, unterschied sich
zwischen der Versuchs- und Kontrollgruppe nicht.
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Auch in der zweiten Versuchsgruppe (ANG Il 3 nM) wurde, analog zur ersten
Versuchsgruppe, die Peakphase unter Depolarisation untersucht. Auch hier
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und der
Versuchsgruppe festgestellt werden.

Die Plateauphase konnte, wie in der ersten Versuchsgruppe (ANG Il 1 nM),

*], nach 5 Min Stim., war in

durch die Depolarisation unterdriickt werden. A [Ca
der Versuchsgruppe unter Depolarisation mit 142 mM K signifikant kleiner
(p = 0,003). Die AUC, unterschied sich zwischen der Kontroll- und
Versuchsgruppe nicht (s. Tab. 8).

Durch diese Resultate konnten die Ergebnisse der Experimente aus Kap.
3.2.3.1 bestatigt werden. Es konnte mit ANG Il immer ein Peak unter
Depolarisation ausgelost werden. Eine Plateauphase unter Depolarisation war
nie zu erkennen. Es ware madglich, dass die Plateauphase in diesen
Experimenten schlecht zu beurteilen war, da eine hohe Ca*-Beladung der
Zellen durch die vorherrschende Aktivierung der spannungsgesteuerten Ca®*-

Kanale (VOCC's) bestand.

a) b)
ANG Il 3 nM ANG Il 3 nM ANG Il 3 nM ANG Il 3nM
40 7 I I 200 7 L] I
142 mM K-HEPES-PS 180
160 -
E E 140
& & 120
@© ©
S o,
100 4
80 -
20 : : ‘ ‘ 60 : : : ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 0 5 10 15 20 25 30 35
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 21 Doppelstimulationsprotokoll der Stimulationen mit ANG Il (3 nM) Uber einen Zeitraum
von funf Minuten.

a) Versuchsgruppe: Die zweite Stimulation wurde unter Depolarisation mit einer extrazellularen
K*-Konzentration von 142 mM durchgefiihrt. Eine Plateauphase ist bei der zweiten Stimulation
nicht sichtbar.

b) Kontrollgruppe: Bei beiden aufeinander folgenden Stimulationen mit ANG Il ist eine
Plateauphase deutlich sichtbar.
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3.2.3.3 Beeinflussung der Peak- und Plateauphase der Stimulation
mit ANG Il durch CPA unter Depolarisation

Wahrend der Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit ANG Il kommt es
zu einer Entleerung von intrazellularen Ca®*-Speichern. Ein bislang ungeklartes
Signal verursacht die Offnung von SOCC's und bewirkt damit einen
Ca**-Einstrom (iber die Zellmembran (s. Kap. 1.3.2.1). Sinn dieses Einstromes
konnte die Auffillung intrazelluldrer Ca?*-Speicher sein (McFadzean und
Gibson (2002), Schweda et al. (2000)). In den Experimenten des
vorhergehenden Kapitels konnte unter Depolarisation bei der Stimulation der
reninsezernierenden Zellen mit ANG |l keine Plateauphase mehr beobachtet
werden. Eine mdgliche Erklarung fiir diese Beobachtung wére eine Uberladung
der intrazelluldren Ca®*-Speicher durch den Einstrom von Ca®'-lonen (iber
VOCC's. Unter diesen Umstinden wére ein Einstrom von Ca*-lonen durch
SOCC's zur Wiederauffillung der Ca®*-Speiche ohne Sinn. Um eine
Uberladung der intrazelluldren Ca®*-Speicher zu verhindern, und damit wieder
eine Offnung der SOCC’s unter ANG Il Stimulation zu provozieren, wurde in
den hier durchgefiihnrten Versuchen die endoplasmatische Ca*-ATPase
(SERCA) durch CPA (10 uM) blockiert. Unter CPA-Perfusion und damit mit
entleerten Ca?*-Speichern, konnte eine Plateauphase mdglicherweise wieder
erkennbar sein.

Die Experimente wurden als Einzelstimulationen durchgefuhrt. ANG Il wurde in
einer Konzentration von 10 nM eingesetzt. Grund fur diese hohe Konzentration
war der spate Applikationszeitpunkt. Des Weiteren sollte eine eindeutige
Reaktion der Zellen erreicht werden. Die Depolarisation der Zellen geschah
wieder durch eine extrazellulare K*-Konzentration von 142 mM. Die Ergebnisse
sind in Tab. 9 zusammengefasst.

In den durchgefuhrten Experimenten konnte duch die Gabe von CPA (10 uM)
ein Anstieg der [Ca®'] von 19 + 3 nM erreicht werden. Dieser Wert lag im
Bereich der Erhdhung der [Ca?']; die durch die Stimulation mit ANG Il (10 nM)
verursacht wurde. Auch unter der Blockade der SERCA (n = 4) reagierten die

Zellen mit einer gegenuber der Kontroligruppe (n = 4) unveranderten
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Peakphase. Die Werte A [Ca?']; Peak unterschieden sich zwischen Kontroll-
und Versuchsgruppe nicht signifikant. Weshalb selbst nach Entleerung der
Ca?*-Speicher durch CPA eine Erhdhung der [Ca®*]i durch ANG Il méglich ist,

Depolarisation CPA (10 uM) ANG Il (10 nM)
241 24y A [Ca*;
ca®], |arca®y| €1 |a[ca?y| €2 ) |A[ca?]| nachs
basal basal . AUC
basal | Depol. CPA Peak Min
CPA Peak Stim
CPA 10 uM
n=4 41+15 | 49+£17 | 39+10 | 19+3 |46+12 | 213 01 162
(in nM)
Kontrollen
n=4 202 | 407 - - 263 | 274 62 52+4
(in nM)

Tab. 9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Stimulation mit ANG Il (10 nM) Uber einen
Zeitraum von fanf Minuten unter Depolarisation. In der Versuchsgruppe erfolgte die Stimulation
unter der Gabe des SERCA-Inhibitors CPA (10 uM). A [Ca®']; nach 5 Min Stim. ist in der
Versuchsgruppe nach Blockade der SERCA signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe
(p = 0,037), ebenso die AUC (p < 0,001).

a) b)
142 mM
. ANG Il (10 nM) o KHEPLSPs  ANGII(10nM)
60 A 142 mM K-HEPES-PS . — 142 mM K-HEPES-PS +
CPA (10 uM)

[Ca?"], (nM)

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 22 Einzelstimulationsprotokoll der Versuche mit CPA (10 uM) und Kontrollen.

a) Kontrollexperiment der Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit ANG 1l (10 nM) Uber
einen Zeitraum von funf Minuten unter Depolarisation mit 142 mM K-HEPES-PS. Wie in Kap.
3.2.3.2 bereits beschrieben, blieb eine Plateauphase nach der Peakphase aus.

b) Stimulation der juxtaglomerularen Zellen mit ANG Il (10 nM) unter Depolarisation mit 142 mM
K-HEPES-PS bei gleichzeitiger Hemmung der SERCA durch CPA (10 pM). Deutlich zu
erkennen ist die durch SERCA-Hemmung ausgeldste intrazellulare Ca2+-Erh6hung. Auch in
diesen Experimenten blieb die Plateauphase nach der Peakphase aus.
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ware beispielsweise durch eine unvollstandige Speicherentleerung unter CPA
zu erklaren. Die kleinere AUC und die Kirze des Pulses (s. Abb. 22 b) deuten
auf eine sollche Teilentleerung hin.

Eine Plateauphase konnte unter CPA ebenfalls nicht beobachtet werden.
A [Ca*']i nach 5 Min Stim. und die AUC waren bei der Versuchsgruppe sogar
signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe (s. Abb. 23). Eine mdgliche
Erklarung fiir diese Beobachtung wére, dass der Ca**-Einstrom in die Zellen
unter Depolarisation bereits maximal ist und durch die Offnung von SOCC's
nicht mehr gesteigert werden kann. Soweit ware mit und ohne CPA nicht mit

einer Plateauphase zu rechnen gewesen.
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Abb. 23 Darstellung der Peak- und Plateauphase der Stimulation reninsezernierender Zellen mit
ANG II (10 nM) unter Depolarisation mit 142 mM K-HEPES-PS. In der Versuchsgruppe
(hellgrau) wurden die Zellen mit CPA (10 uM) vorbehandelt, in der Kontrollgruppe (dunkelgrau)
fiel diese Behandlung weg. Die Peakphase (A [Ca2+]i Peak) wurde durch die Blockade der
SERCA nicht beeinflusst, sie zeigte im t-Test zwischen beiden Gruppen keinen signifikanten
Unteschied. Die Plateauphase (A [Ca®']; nach 5 Min Stim.) wurde durch die SERCA-Blockade
mit CPA in der Versuchsgruppe gegeniber der Kontrollgruppe signifikant verkleinert
(p = 0,037). Auch die AUC war in der Versuchsgruppe signifikant kleiner als in der
Kontrollgruppe (p < 0,001).
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3.24 Verhalten der [Ca**]i der reninsezernierenden Zellen bei
Blockade von K*-Kanélen durch TEA

2+] i

3.24.1 Beeinflussung der [Ca“’]; durch TEA unter physiologischen

Verhaltnissen sowie unter Stimulation mit ANG Il

Die Substanz TEA (Tetraeathylammoniumchlorid) ist ein relativ unspezifischer
Blocker von K*-Kanalen. Durch TEA werden vorwiegend spannungsabhangige
K*-Kanale (K.,-Kandle) und Ca®‘-abhidngige K'-Kanile (BKca) blockiert. Im
Institut fir "Pharmakologie und Toxikologie fur Naturwissenschaftler" (Fakultat
fir Chemie und Pharmazie) der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen in der AG
von Prof. Ruth ist eine BKca-knock-out-Maus vorhanden, die von unserer AG
bei begrindetem experimentellen Konzept genutzt werden kdnnte. BK¢, Kanale
sind in reninsezernierenden Zellen vorhanden (Friis et al. (2003), Leichtle et al.
(2004)). Um festzustellen, ob diese Kanale in unserem Modell von funktioneller
Bedeutung sind, wurden die hier aufgefuhrten Experimente durchgefluhrt.

In der ersten Untersuchungsreihe sollte geklart werden, ob durch die Blockade
dieser K'-Kanale eine Depolarisation der Zellen mit anschlieRendem Anstieg
der [Ca®']; durch spannungsaktivierte Ca**-Kanile auszuldsen ist. In der
zweiten Versuchsreihe sollte die Rolle dieser K'-Kanéle bei der Erhéhung der
[Ca®*], wahrend der Stimulation der Zellen durch ANG Il untersucht werden. Fiir
alle Versuche wurde TEA in einer Konzentration von 10 mM und ANG Il in einer
Konzentration von 3 nM eingesetzt.

In der ersten Versuchsreihe (s. Abb. 24) wurden insgesamt 23 Versuche
durchgefuhrt. Ausgewertet wurden nur Versuche, deren Zellen abschliel3end
noch eine Erhéhung der [Ca**]; auf die Stimulation mit ANG Il zeigten (n = 13).
Der Anstieg der [Ca?']i unter der Stimulaton mit ANG Il wurde als
Funktionskontrolle der Zellen angesehen. In dieser Gruppe konnte in 11 der 13

"] durch TEA verursacht werden.

Experimente (ca. 85 %) kein Anstieg der [Ca
In den verbliebenen zwei Experimenten bewegte sich das Glomerulum unter
dem Ld&sungsfluss wahrend der Messung. Diese Experimente wurden wegen

Wackelartefakten aus der Auswertung genommen. Aus den genannten
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Resultaten konnte gezeigt werden, dass TEA alleine die Zellen nicht

depolarisierte und daher keinen Anstieg der [Ca?*]jdurch VOCC's verursachte.

TEA 10 mM ANG Il 3 nM
55 - -
|

20

0 5 10 15 20
Zeit (min)

Abb. 24 Reaktion der reninsezernierenden Zellen der Rattenniere auf die Blockade von
K*-Kanalen durch TEA (10 mM). In ca. 85 % der Versuche konnte kein Anstieg der [Ca2+]i durch
TEA ausgelost werden. Die Stimulation durch ANG Il diente dem Beweis der Reaktionsfahigkeit
der Zellen.

In der zweiten Versuchsreihe (s. Abb. 25) sollte geklart werden, ob durch die
Blockade der K'-Kanéle die Reaktion der reninsezernierenden Zellen auf die
Stimulation mit ANG Il beeinflusst werden kann. Hierzu wurde ein
Doppelstimulationsprotokoll angewendet. Die Stimulation mit ANG Il erfolgte far
jeweils eine Minute. Die Ergebnisse sind in Tab. 10 zusammengefasst.

Peaks entstand sowohl in der Versuchs- (n = 3) als auch in der Kontrollgruppe
(n = 3) in Abwesenheit von TEA. Peak, wurde in der Versuchsgruppe unter TEA
durchgefihrt. Die Reaktion der reninsezernierenden Zellen auf die Stimulation
mit ANG |l blieb durch TEA unbeeinflusst. A [Ca®]; Peak, der Versuchsgruppe

unterschied sich nicht signifikant von A [Ca?*]; Peak, der Kontrollgruppe.

79



Ergebnisse

Standardpeak Testpeak
[Ca™] A [Ca™]; [Ca™] A [Ca™];
basal Peak, basal, Peak,
TEA (10 mM)
n=3 24 +4 16+3 25+2 12+ 2
(in nM)
%
Standardpeak 100 100 105+ 10 77 £12
Kontrollen
n=3 17+ 4 16+8 1715 1217
(in nM)
%
Standardpeak 100 100 70 £15 7512

Tab. 10 Dargestellt sind die Ergebnisse des Doppelstimulationsprotokolls. Peak, wurde in der
Versuchsgruppe unter Blockade von K'-Kanalen durch TEA (10 mM) durchgefiihrt.

a)
ANG 11 3 nM ANG Il 3 nM
6 7 | |
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Abb. 25 Dargestellt sind Kontrollen und Versuche der Experimente mit TEA (10 mM), es wurde
mit einem Doppelstimulationsprotokoll gearbeitet. Die Stimulationszeit betrug jeweils eine

Minute.

a) Kontrollen: Die Reaktion der reninsezernierenden Zellen auf die Stimulation mit ANG Il
(3 nM) konnte zweimal in Folge ausgefuhrt werden.

b) Versuche: Der Peak, wurde unter gleichzeitiger Perfusion mit TEA durchgefiihrt. TEA hatte
keinen Einfluss auf die Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit ANG Il (3 nM).
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3.24.2 Beeinflussung des Membranpotentials der

reninsezernierenden Zellen durch TEA

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs DIBAC4(3) sollten Veranderungen des
Membranpotentials untersucht werden, die durch TEA verursacht werden
kénnten. Durch Blockade der K*-Kanale mit TEA ware eine Depolarisation der
reninsezernierenden Zellen denkbar. Diese Experimente dienten als Erganzung
zu den in Kap. 3.2.4.1 durchgeflhrten Versuchen, bei denen lediglich eine

Ausage Uber die [Ca?"];

gemacht werden konnte und die daher nur indirekt
Ruckschlisse auf das Membranpotential zulieRen.

Da DIiBAC4(3) sich abhangig vom Membranpotential in die Zellmembran
einlagert, musste dieser Farbstoff standig Uber den Lésungszufluss extrazellular
prasent sein. Diese extrazellulare Prasenz hatte jedoch zur Folge, dass sich
DIBAC4(3) uber den gesamten Zeitraum der Messung stetig in die Membranen
einlagerte und es somit zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat kam. Bei
Depolarisation hingegen stieg die Fluoreszenzintensitat steil an (s. Abb. 26 b).
Eine quantitative Auswertung des Membranpotentials konnte aus den
Messungen nicht erfolgen, die Experimente dienten lediglich der Fragestellung,
ob TEA die reninsezernierenden Zellen depolarisiert oder ob, wie in Kap.
3.2.4.1 bereits vermutet, das Membranpotential unbeeinflusst bleibt.

Es wurden 10 Experimente (s. Abb. 26 a) mit der Fragestellung untersucht, ob
TEA (10 mM) eine Depolarisation der reninsezernierenden Zellen verursacht. In
keinem der 10 Experimente konnte eine Depolarisation der Zellen unter TEA
beobachtet werden, wobei lediglich in 60 % der Falle eine anschlielRende
Depolarisation der Zellen durch ANG Il mdglich war. ANG |l diente hier erneut
als Funktionskontrolle der Zellen. Dies bestatigt die Resultate aus Kap. 3.2.4.1,
in denen es nicht gelungen war, mittels TEA eine Depolarisation und dadurch

2+]i

eine Erhdhung der [Ca®*]; durch Offnung spannungsabhéngiger Ca?*-Kanale zu

verursachen.
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a) b)
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Abb. 26 Intensitatsverlauf der Fluoreszenz in Experimenten zur Messung des
Membranpotentials mit DIBAC4(3).

a) Verlauf der Fluoreszenzintensitat unter TEA (10 mM) und ANG Il (3 nM). Zu erkennen ist,
dass sich durch TEA keine Veranderung des Membranpotentials einstellte. Die Stimulation mit
ANG Il hingegen lie3 die Fluoreszenzintensitat steil ansteigen. Eine Depolarisation unter ANG |l
konnte jedoch nur in 60 % der Falle beobachtet werden.

b) Demonstration der Depolarisation der reninsezernierenden Zellen durch ANG Il (3 nM). Es
zeigte sich ein steiler Anstieg der Fluoreszenzintensitat unter Stimulation mit ANG Il und der
damit verbundenen Depolarisation.

3.25 Beeinflussung der [Ca®*]i durch Blockade einwirts

gleichrichtender K*-Kanile durch Barium

Barium blockiert unter anderem einwérts gleichrichtende K'-Kanale vom Typ
Kir 2.1, die auch in der afferenten Arteriole der Rattenniere vorkommen (Leichtle
et al. (2004)). In den durchgefuhrten Experimenten sollte untersucht werden, ob
durch Barium eine Depolarisation mit anschlieRendem Ca®**-Einstrom in die
Zellen verursacht werden kann.

In Kap. 3.2.3 konnte gezeigt werden, dass durch eine Depolarisation der
reninsezernierenden Zellen ein schneller Anstieg der [Ca*]; verursacht wurde.
Dies geschah durch die Offnung spannungsaktivierter Ca®*-Kanale (VOCC's).
Es wurden insgesamt vier Experimente durchgefihrt. In allen vier Experimenten
konnte unter Einfluss des Barium eine scheinbare Erhdhung der [Ca®"], aus den
Fluoreszenzintensitatsverlaufen errechnet werden (s. Abb. 27). In keinem

dieser Experimente konnte ein schneller Anstieg der [Ca®*]; beobachtet werden.
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Dieses Resultat macht eine fir die Aktivierung der VOCC's ausreichende
Depolarisation der reninsezernierenden Zellen durch Barium unwahrscheinlich.
Dariiber hinaus konnte in allen Experimenten kein stabiles Niveau der [Ca®"]
erreicht werden. Da der Fluoreszenzfarbstoff nicht selektiv fir Ca®*-lonen ist,
sondern auch weitere, zweiwertig positive lonen komplexiert (mit Ausnahme
von Magnesium), durfte der Anstieg des Fluoreszenzratios durch eine

intrazellulare Akkumulation von Ba®*-lonen in den reninsezernierenden Zellen

a) b)
ANG Il 3 nM Ba® 1 mM ANG Il 3 nM Ba? 1 mM
40 4 - 90 - -
120 80 1
g 70
— 100 1 g
E €60 1
~ 801 £
“© N 50 4
O, 3
60 A 5
S 40 1
[T
—— 340 nm
40
301 —— 380 nm
20 ‘ ‘ : : : 20 ‘ ‘ ‘ :
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 27 Experimente mit dem Versuch der Depolarisation der Zellen mit Barium (1 mM).

a) Verlauf der [Ca2+]i bei der Stimulation mit ANG Il (3 nM) und dem Versuch der Depolarisation
mit Barium. Die [Ca®"]; stieg unter Barium kontinuierlich an. Man muss davon ausgehen, dass
der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 durch einen Barium-Einstrom in die Zellen beeinflusst wurde.
Dadurch konnte keine Aussage Uber die [Ca®) erfolgen.

b) Verlauf der Fluoreszenzintensitaten fur die gemessenen Wellenlangen 340 nm und 380 nm.
Unter Barium divergiert der Verlauf der Intensitat beider Wellenlangen langsam auseinander.
Dies ist ein Zeichen daflir, dass nicht die schnelle Depolarisation einen Ca**-Einstrom
verursacht, sondern dass der Farbstoff Fura-2 mit Ba**-lonen Komplexe bildet, welche sich in
den Zellen anreicherten.

und anschlieBender Komplexbildung mit dem Farbstoff Fura-2 verursacht
worden sein. Zur Festigung dieser Hypothese wurden Messungen mit dem
Fluoreszenz Spectrophotometer unternommen (s. Tab. 11). Barium wurde in
einer Konzentration von 1 mM eingesetzt. Ca** wurde zu den jeweiligen

Lésungen im Uberschuss gegeben (11 mM). Zur Funktionskontrolle des
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Farbstoffs wurde Mangan (11 mM) eingesetzt. Mangan bindet ebenfalls an den
Farbstoff Fura-2 und unterdrickt die Fluoreszenz nahezu vollstandig (Tinel et
al. (2002)). In den Experimenten konnte gezeigt werden, dass durch Barium
eine Intensitatszunahme bei der Anregungswellenlange 340 nm von 40,4 V auf
78,2 V stattfand, bei der Anregungswellenlange 380 nm eine
Intensitatsabnahme der Fluoreszenz von 32,6 V auf 16,3 V erfolgte. Dieses
Verhalten ist vergleichbar mit der Reaktion des Fura-2 auf den Uberschuss an
Ca**. Dies bestatigt die oben genannte Vermutung, dass in den Messungen
nicht alleine das [Ca?']; gemessen wurde, sondern die Messergebnisse durch
die intrazelluldre Anreicherung von Ba®*-lonen verfalscht wurden. Auf Grund

der oben genannten Erkenntnisse wurde die Experimentreihe eingestellt.

e - Barium |+ Barium| - Barium |+ Barium|- Barium |+ Barium|- Barium |+ Barium
ellen-
. -Fura-2 |-Fura-2 |+ Fura-2 |+ Fura-2 |+ Fura-2 |+ Fura-2 |+ Fura-2 |+ Fura-2
lange - o - -
+ Ca + Ca + Mn + Mn
340 nm ov ov 404V 78,2V 67,8V 80,6 V 4V 5V
380 nm ov ov 32,6V 16,3V 41V 51V 1,3V 1,7V

Tab. 11 Dargestellt sind die Fluoreszenz Spectrophotometermessungen der Kalibrierlésung
unter unterschiedlichen Bedingungen. Barium wurde in einer Konzentration von 1 mM
verwendet, Ca®* und Mn** wurden in einer Konzentration von 11 mM verwendet. Zu erkennen
ist, dass unter Barium und unter Ca®" die Fluoreszenzintensitat bei Wellenlange 340 nm
gleichermallen zunimmt und bei 380 nm gleichermalien abnimmt. Barium komplexiert mit
Fura-2 und verandert dadurch die Fluoreszenzeigenschaften ebenso wie ca”.

3.3 Einfluss unterschiedlicher extrazellularer
Osmolarititen auf die [Ca*]; reninsezernierender

Zellen der Rattenniere

3.31 Einfluss von extrazellularen hypoosmolaren Verhaltnissen

auf die [Ca®']; der reninsezernierenden Zellen

Die Osmolaritat des extrazellularen Mediums beeinflusst direkt die
Reninsekretion (Skett (1988)). Eine solche Beeinflussung konnte durch

Barorezeptoren oder durch Osmorezeptoren der reninsezernierenden Zellen
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vermittelt werden. Als Rezeptormolekul fur beide Phanomene sind TRP-Kanale
beschrieben worden (Clapham et al. (2003)). Ob unterschiedliche extrazellulare
Osmolaritaten zu einer Veranderung der [Ca®*]; filhren, um Ca**-lonen z.B. als
second sessenger zu nutzen, wurde bisher nicht untersucht und sollte mit den
durchgefuhrten Experimenten aufgeklart werden. ANG Il wurde in den
Experimenten (n = 4) in einer Konzentration von 3 nM als Kontrollsubstanz fir
die Reaktionsfahigkeit der Zellen

eingesetzt. Die Ergebnisse dieser

Experimentreihe wurden in Tab. 12 zusammengefasst.

Standardpeak Testpeak
[Ca®"]; basal A [Ca™]; [Ca®"]; basal A [Ca™];
Peak, Peak; Peak, Peak,
232,6 mosmol
n=4 41+9 56 + 15 44 + 15 28+6
(in nM)
i 100 100 111+9 58 + 13
Standardpeak - -

Tab. 12 Ergebnisse aus den Experimenten der Stimulation mit 3 nM ANG Il (Peak;) und
Stimulation mit hypoosmolarem Na-HEPES-PS (Peak,). Die [Ca2+]i stieg unter hypoosmolaren
Verhaltnissen signifikant an (p = 0,021).

Unter extrazellular hypoosmolaren Bedingungen konnte man einen
signifikanten Anstieg [Ca®']; Uber die Formel von Grynkiewicz berechnen
(s. Abb. 28 a, p = 0,021). Ob diese Erhdhung der [Ca?']; eine reale Erhdhung
darstellt ist nicht abschlieRend zu beweisen, da ein Verdunnungsartefakt
denkbar ware. Wahrend der Messung erfolgte unter niedriger extrazellularer
Osmolaritat eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat bei beiden gemessenen
Abb. 28 b).

Wassereinstrom in die Zellen zu erklaren, bei dem der Farbstoff verdiinnt

Wellenlangen (s. Diese Beobachtung ist durch einen

2+]i

wurde. Fir eine reale Erhdhung der [Ca“’]; spricht die Tatsache, dass bei der

Berechnung nach Grynkiewicz das Ratio, also das Verhaltnis der
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Abb. 28 Stimulation der reninsezernierenden Zellen der Rattenniere mit 3 nM ANG Il und mit
hypoosmolarer Lésung (232,6 mosmol).

a) Verhalten der [Ca2+]i auf die Stimulation mit ANG Il (3 nM) und auf extrazellular hypoosmolare
Verhaltnisse. Es konnte in allen vier durchgeflihrten Experimenten eine Erhéhung der [Ca2+]i
durch extrazellular hypoosmolare Verhaltnisse Uber die Formel von Grynkiewicz berechnet
werden. Ob es sich dabei um einen realen Anstieg der [Ca2+]i handelt, war nicht sicher
nachzuweisen.

b) Verlauf der Fluoreszenzintensitat unter Stimulation mit ANG Il (3 nM) und unter extrazellular
hypoosmolaren Verhaltnissen. Deutlich zu erkennen ist, dass bei einem Anstieg der [Ca2+]i
durch ANG Il die Fluoreszenzintensitaten der beiden Wellenldngen auseinander divergieren, bei
hypoosmolaren Verhaltnissen dagegen sinken beide Wellenléangen 9Ieichsinnig ab. Uber die
Formel von Grynkiewicz konnte dabei jedoch eine Erhéhung der [Ca“"]; berechnet werden. Ob
diese Erhdhung real war konnte nicht mit Sicherheit geklart werden.

Fluoreszenzintensitatswerte bei 340 nm und 380 nm, einbezogen wird. Dieses
Verhaltnis sollte bei einer Abnahme der Fluoreszenzintensitat bei beiden
gemessenen Wellenlangen, wie dies in den durchgefiuihrten Versuchen unter
hypoosmolaren Bedingungen beobachtet wurde, gleich bleiben. Zur sicheren

Beurteilung dieser Experimente waren weitere Kontrollversuche nétig.

3.3.2 Einfluss von extrazellularen hyper- und hypoosmolaren

Verhiltnissen auf die [Ca*'];

Die Experimentreihe stellte eine Weiterfuhrung der Versuche aus Kap. 3.3.1
dar. Von Interesse war das Verhalten der [Ca®']; der reninsezernierenden Zellen

auf eine erhohte extrazellulare Osmolaritat sowie der Verlauf der
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Fluoreszenzintensitaten unter diesen Bedingungen. Hierzu wurden zwei
Experimentreihen aufgenommen. In beiden Experimentreihen wurde mit einem
Doppelstimulationsprotokoll gearbeitet. In der Experimentreine 1 wurden die
Zellen zuerst mit hypoosmolarem Na-HEPES-PS (232,6 mosmol) stimuliert, die
zweite Stimulation erfolgte mit hyperosmolarem Na-HEPES-PS (392,6 mosmol)
(s. Abb. 29.a). In der Experimentreihe 2 wurde die Reihenfolge der
Stimulationen umgekehrt (s. Abb. 29 b), um die Reaktionsfahigkeit der
reninsezernierenden Zellen in unterschiedlichen Bedingungen zu testen. Die

Ergebnisse der Versuchsreihe wurden in Tab. 13 zusammengefasst.

[Ca®"]; basal A [Ca™); [Ca®"]; basal A [Ca™);
Experimentreine 1| 54, 5 3214 73+ 10 241
(n=4)
ExPe”(r:i“é;eihe 2l 24 3+3 27 +8 14+5

Tab. 13 Ergebnisse der Reaktion reninsezernierender Zellen auf unterschiedlich extrazellulare
Osmolaritédten. In Experimentreihe 1 wurde Stim, unter extrazelluldr hypoosmolarer Lésung
durchgefihrt, Stim, unter hyperosmolarer Lésung. In Experimentreihe 2 wurde die zeitliche
Abfolge der Ldsungsperfusion vertauscht. In beiden Versuchsanordnungen konnte unter
hypoosmolaren Bedingungen eine signifikante Erhéhung der [Ca®]; berechnet werden
(Experimentreihe 1: p = 0,003, Experimentreihe 2: p = 0,029), unter hyperosmolaren
Bedingungen reagierten die Zellen nicht mit einem Anstieg der [Ca®"].

Insgesamt wurden 11 Versuche durchgefihrt, davon funf in der
Experimentreihe 1 und sechs in der Experimentreihe 2. Von den finf Versuchen
der Experimentreihe 1 wurde ein Versuch aus der Auswertung ausgeschlossen.
Wahrend der Aufnahmen wackelte das Glomerulum im Losungsfluss. In beiden
Experimentreihnen konnte mit der Formel nach Grynkiewicz eine signifikante
Erhohung der [Ca®*]; unter extrazelludr hypoosmolaren Bedingungen errechnet
werden (Experimentreihe 1: p = 0,003, Experimentreihe 2: p = 0,029). Unter

diesen Verhaltnissen verringerte sich die Fluoreszenzintensitat bei beiden
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Abb. 29 Beide Experimentreihen mit dem Versuch der Stimulation der reninsezernierenden
Zellen mit hypoosmolarer Lésung (232,6 mosmol) und hyperosmolarer Lésung (392,6 mosmol)
im Doppelstimulationsprotokoll. Zusatzlich sind die Fluoreszenzverldufe dargestellt.

a) Experimentreihe 1: Im Doppelstimulationsprotokoll wurde die erste Stimulation unter
extrazellular hypoosmolaren Bedingungen, die zweite Stimulation unter hyperosmolaren
Bedingungen durchgefiihrt. Unter hypoosmolaren Bedingungen hatten alle vier ausgewerteten
Experimente mit einer Erhéhung der [Ca2+]i reagiert, unter hyperosmolaren Bedingungen konnte
in keinem der Experimente eine signifikante Veranderung der [Ca2+]i errechnet werden.

b) Experimentreihe 2: Der zeitliche Ablauf der Stimulationen aus der Experimentreihe 1 wurde
vertauscht. Die Reaktionen der reninsezernierenden Zellen auf die unterschiedlichen
Osmolaritaten entsprach den Reaktionen aus Experimentreihe 1.

c) Verlauf der Fluoreszenzintensitat der Experimentreihe 1: Zu erkennen ist der gleichsinnige
Fluoreszenzverlauf unter unterschiedlichen extrazelluldaren Osmolaritaten, der als Verdinnungs-
bzw. Konzentrierungsartefakt zu werten war. Nur unter extrazellular niedriger Osmolaritat war
ein Anstieg der [Ca®"] Uiber die Formel von Grynkiewicz zu berechnen.

d) Verlauf der Fluoreszenzintensitat der Experimentreihe 2: Diese dienten der Reproduktion der
Ergebnisse aus Experimentreihe 1, die Reaktionen der reninsezernierenden Zellen waren hier
vergleichbar mit den Reaktionen aus Experimentreihe 1.
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gemessenen Wellenlangen (s. Abb. 29 ¢ und d) durch Verdlinnung des
intrazellularen Farbstoffs, wie dies bereits in Kap. 3.3.1 beschrieben wurde.
Unter hyperosmolaren extrazellularen Bedingungen konnte keine Erhdhung der
[Ca®"], beobachtet werden. Hier erhdhte sich die Fluoreszenzintensitat
erwartungsgemall bei beiden gemessenen Wellenlangen. Dies ist als
Zellschrumpfungsphanomen bei gleichzeitiger Konzentrierung des
intrazellularen Farbstoffs zu werten. Fir die Vermutung aus Kap. 3.3.1., dass es
sich bei der Erhdhung der [Ca®']i unter extrazellular hypoosmolaren
Bedingungen um einen real gemessenen Wert handelt spricht die Tatsache,
dass es bei den hier durchgeflihrten Versuchen unter hoher extrazellularer
Osmolaritdt ebenfalls zu einer gleichsinnigen  Veranderung der
Fluoreszenzintensitaten kam, wie dies auch wunter hypoosmolaren
extrazellularen Bedingungen beobachtet wurde. Durch die Verwendung des
Ratio bei der Berechnung nach Grynkiewicz ergab sich bei hyperosmolaren

Verhéltnissen jedoch kein Anstieg der [Ca?'];.

Diese Beobachtung spricht gegen
einen reinen Zellvolumenartefakt bei der Erhohung der [Ca®"], unter

hypoosmolaren extrazellularen Bedingungen.

3.3.3 Einfluss von Gadolinium auf die Erhohung der [Ca®*]i unter

extrazellularen hypoosmolaren Verhaltnissen

SOCC’s (store operated Ca®'-channels) gehdren zu der Familie der
TRP-Kanale (transient receptor potential) (Ma et al. (2000)) und werden durch
Gadolinium gehemmt (s. Kap. 3.2.2). Einige der TRP-Kanale reagieren auf die
extrazelluldre Osmolaritat und verursachen einen Einstrom von Ca**-lonen in
die Zelle (Clapham et al. (2003)). Dadurch wird die [Ca®**]; erhéht. In den
Experimenten der Kap. 3.3.1 und Kap. 3.3.2 konnte gezeigt werden, dass es
unter extrazellular hypoosmolaren Bedingungen wahrscheinlich zu einer
Erhohung der [Ca**]; kommt. Die Herkunft dieser Ca®*-lonen ist unklar. Eine
Moglichkeit konnte der Einstrom von extrazellular durch Aktivierung von

Gadolinium-empfindlichen TRP-Kanalen sein. Ziel der Experimente war
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herauszufinden, ob durch eine Blockade dieser TRP-Kanale der Ca?*-Anstieg -
verursacht durch die extrazellular hypoosmotische Situation - verhindert werden
kann. In den Experimenten wurde mit einem Einzelstimulationsprotokoll

gearbeitet. Gadolinium wurde in einer Konzentration von 50 yM verwendet.

a) b)
232,6 mosmol 232,6 mosmol
26 1 —— 100 - ——
oa | Gadolinium 50uM Gadolinium 50 pM
& 90
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= 1 9]
E 'S 80 -
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Abb. 30 Einzelstimulationsprotokoll der Stimulation mit hypoosmolarer extrazellularer Lésung
(232,6 mosmol) unter Gadolinium (50 pM).

a) Verlauf der [Ca2+]i unter hypoosmolaren extrazellularen Verhaltnissen. Der Anstieg der [Ca2+]i
konnte in keinem der Experimente durch Gadolinium verhindert werden (n = 5).

b) Verlauf der Fluoreszenzintensitat beider gemessenen Emissionswellenldngen. Zu erkennen
ist der Verdinnungseffekt unter hypoosmolaren extrazellularen Bedingungen durch die
Abnahme der Fluoreszenzintensitat bei beiden Wellenlangen. Dieser Verdinnungseffekt
entsteht durch den Einstrom von Wasser in die Zellen mit dem Resultat der Zellschwellung.

Insgesamt wurden funf Experimente aufgenommen. Zwei der Experimente
wurden nicht in die Auswertung einbezogen, sie wackelten im Losungsfluss
wahrend der Aufnahme und lieBen dadurch keine verlassliche Aussage zu. In
allen drei Experimenten, die zur Auswertung standen, konnte eine Erhohung
der [Ca*']; durch Gadolinium nicht verhindert werden (s. Abb. 30). Die Erhéhung
der [Ca®']; durch die Stimulation mit extrazellular hypoosmolarer Lésung scheint

daher nicht durch Gadolinium-empfindliche TRP-Kanale bewirkt zu werden.
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3.4 Charakterisierung der durch B-Rezeptor-Stimulation

verursachten Erhohung der [Ca®'];

3.41 Erhohung der [Ca®']; durch Isoprenalin/IBMX

Die Sekretion des Botenstoffs Renin aus den Zellen der afferenten Arteriole der
Niere kann durch B-Rezeptoragonisten, wie Isoprenalin (ISO), stimuliert werden
(Keeton und Campbell (1980), Kurtz et al. (1984), Della Bruna et al. (1991)).
Durch die Stimulation des B-Rezeptors kommt es zu einer Aktivierung der
Adenylatzyklase und dadurch zur Erhdhung des intrazellularen Gehaltes des
zyklischen Nukleotides cAMP. Durch das Enzym Phosphodiesterase wird cCAMP
intrazellular inaktiviert. Durch Hemmung des Enzyms Phosphodiesterase, z.B.
durch IBMX, kann die intrazellulare Konzentration von cAMP gesteigert werden
und dadurch die Reninsekretion erhéht werden (Friis et al. (2002)). Laske-Ernst
(2003) konnte zeigen, dass unter ISO/IBMX, entgegen der Theorie des
Kalziumparadoxons, eine Erhdhung der [Ca®"); stattfindet.

Die Versuche wurden in einem Doppelstimulationsprotokoll (s. Abb. 31)
durchgefuhrt. Die erste Stimulation (Stimq) erfolgte durch ANG Il (3 nM), die

Stimulation mit ANG Il Stimulation mit ISO/IBMX
[Ca®']; basal A [Ca*); [Ca®']; basal A [Ca%');
ISO/IBMX
n=8 25+4 204 306 11+£2
(in nM)
%
Standardpeak 100 100 115+ 6 75+ 20

Tab. 14 Ergebnisse aus den Experimenten des Doppelstimulationsprotokolls. Stim; wurde
durch Stimulation mit ANG Il (3 nM) ausgel6st, Stim, wurde durch ISO/IBMX (1 uM/100uM)
ausgelodst. 1ISO/IBMX war in der Lage einen signifikanten Anstieg der [Ca®]; zu verursachen
(p = 0,001). Der Anstieg der [Ca2+]i durch die Stimulation mit ANG Il war signifikant grof3er als
der Anstieg der [Ca*"], unter ISO/IBMX (p = 0,044).
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Abb. 31 Doppelstimulationsprotokoll: Die erste Stimulation wurde mit ANG 1l (3 nM)
durchgefiihrt, die zweite Stimulation mit ISO/IBMX (1 puM/100 uM). Isoproterenol ist ein
B-Rezeptoragonist und fiihrt zu einer Erhéhung des cAMP in den reninsezernierenden Zellen.
Durch die Erhéhung des cAMP wird die Reninsekretion gesteigert, IBMX, als Hemmstoff der
Phosphodiesterase, erhéht zusatzlich das cAMP und verstarkt dadurch die Sekretion des
Renin. Unter ISO/IBMX konnte ein deutlicher Anstieg der [Ca®) gemessen werden.

zweite Stimulation (Stimy) wurde mit Isoprenalin und IBMX (ISO 1 uM / IBMX
100 pM) durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Tab. 14 zusammengefasst.
ISO/IBMX verursachte in den Experimenten eine signifikante Erhdhung der
[Ca®*]; in den reninsezernierenden Zellen (p = 0,001). Diese Reaktion fiel jedoch
kleiner aus, als die Reaktion der Zellen auf die Stimulation mit ANG Il (p =
0,044). Dies bestatigt die Resultate von Laske-Ernst (2003).

3.4.2 Einfluss der Proteinkinase A auf die durch Isoprenalin/IBMX

verursachte Erhéhung [Ca®'];

In Kap. 3.4.1 wurde beschrieben, dass es durch Stimulation von B-Rezeptoren
zu einer Erhdhung von cAMP in den reninsezernierenden Zellen kommt. Die
Erhdhung von cAMP wurde durch Isoprenalin in Verbindung mit dem

Phosphodiesteraseinhibitor IBMX erzielt. cAMP fuahrt intrazellular zur
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Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Die PKA beginnt nach ihrer Aktivierung
mit der Phosphorylierung von weiteren Proteinen bzw. Kanalen, die daraufhin

ebenfalls aktiviert werden (Dousa (1999)).

Standardpeak Testpeak
[Ca®"]; basal A [Ca™); [Ca®]; basal A [Ca*™];
H 89 (1 uM)
n=11 29+5 14 +3 32+4 11+£2
(in nM)
%
Standardpeak 100 100 121+ 8 795
KT 5720 (1 uM)
n=4 205 8+1 21+3 71
(in nM)
%
Standardpeak 100 100 116 £ 17 8616
Kontrollen
n=7 26+6 14+£2 285 10+£2
(in nM)
%
Standardpeak 100 100 1147 74 +£13

Tab. 15 Resultate des Doppelstimulationsprotokolls. Stimuliert wurde mit 1SO/IBMX
(1 yM/100 uM). In den Versuchsgruppen wurden die Proteinkinase A Inhibitoren H-89 und
KT5720 wahrend der zweiten Stimulation (Stim;) eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten keine
Verkleinerung der Reaktion der reninsezernierenden Zellen auf die Stimulation mit ISO/IBMX
unter gleichzeitiger Blockade der Proteinkinase A.

Chijiwa et al. (1990) hatte die Substanz H-89 als spezifischen Hemmstoff flr die
PKA beschrieben. Die Substanz KT5720 wurde von Ellershaw et al. (2002) und
Hansen et al. (2003) als spezifischer Hemmstoff der PKA bereits eingesetzt.
Durch die Untersuchungen sollte aufgeklart werden, ob die Erhéhung der [Ca®*)

wahrend der Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit ISO/IBMX durch
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Abb. 32 Dargestellt sind die Experimente des Doppelstimulationsprotokolls. Stimuliert wurde mit
ISO/IBMX (1 uM/100 uM) Uber jeweils 3 Minuten.

a) Kontrollexperiment: Doppelstimulation der reninsezernierenden Zellen der Rattenniere.
Durch die Stimulation der [-Rezeptoren mit Isoprenalin bei gleichzeitiger Gabe des
Phosphodiesteraseinhibitors IBMX wurde der cAMP-Gehalt der Zelle erhdht. Die dadurch
verursachte Erhéhung der [Ca*"], war bei beiden Stimulationen in ihrer Hohe vergleichbar.

b) Erhéhung der [Ca®]; durch ISO/IBMX unter Blockade der Proteinkinase A mit H-89. Eine
Verkleinerung der Antwort der reninsezernierenden Zellen auf die Stimulation mit ISO/IBMX
konnte unter H-89 nicht festgestellt werden.

c) Bestatigungsexperiment der Versuche mit H-89. KT5720 blockiert, wie H-89, die PKA. Durch
diese Experimente sollten die Resultate der Versuche mit H-89 bestatigt werden. Auch unter
gleichzeitiger Blockade der PKA mit KT5720 konnte keine Verkleinerung der Antwort der
reninsezernierenden Zellen auf die Stimulation mit ISO/IBMX beobachtet werden.

eine Aktivierung der PKA und der damit verbundenen Phosphorylierung
weiterer Funktionsproteine verursacht wurde. Zur Hemmung der PKA wurden
die Substanzen H-89 (1 pM) oder KT5720 (1 uM) verwendet. In den
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Experimenten wurde ein Doppelstimulationsprotokoll (s. Abb. 32) angewendet,
die Stimulationszeit mit ISO/IBMX betrug drei Minuten. Die Ergebnisse der
Experimente sind in Tab. 15 zusammengestellt.

Die zweite Stimulation (Stimy) erreichte in allen drei Gruppen eine Hohen von
ca. 80 % der ersten Stimulation (Stim+). Ein signifikanter Unterschied stellte sich
hier im ANOVA-Test nicht heraus. Die Hemmung der PKA hatte daher keinen
Einfluss auf die Erhdhung der [Ca®") durch ISO/IBMX.
Phosphorylierungsprozesse der PKA sind hierbei nicht fur den Anstieg der

[Ca®*]; verantwortlich.

343 Die [Ca?*]; der reninsezernierenden Zellen bei der Stimulation

mit einem Epac-Aktivator

Der cAMP-Signaltransduktionsweg kann nicht nur durch die PKA, sondern auch
durch die Aktivierung von Epac (cAMP-regulierter Guaninnukleotid
Austauschfaktor) zu intrazellularen Regulationseffekten flUhren. Eine
Freisetzung von Ca®*-lonen aus intrazelluldren Speichern konnte von Kang et
al. (2003) an menschlichen B-Zellen des Pankreas durch die Aktivierung des
Epac provoziert werden. Sie verwendeten hierzu die Substanz
8-pCPT-2’-O-Me-cAMP, ein cAMP-Analogon, welches lediglich den Epac,
jedoch nicht die PKA, aktiviert. Da die Resultate aus Kap. 3.4.2 keinen Hinweis

[Ca*"]; A [Ca™),
basal Stim
db cAMP/IBMX
(1 mM/100 pM) 1043 941
n=3
(in nM)
8-pCPT-2’-O-Me-cAMP
(200 pM) 1244 141
n=3 - -
(in nM)

Tab. 16 Ergebnisse aus den Experimenten mit 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP (200 uM, Versuche) und
db cAMP/IBMX (1 mM/100 uM, Kontrollen). Durch die Anwendung des Epac-Aktivators
8-pCPT-2-O-Me-cAMP  konnte  keine  Erhéhung  der [Ca2+]i, wie dies Dbei
db cAMP/IBMX der Fall war, erreicht werden.
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auf eine Rolle der PKA bei der Erhéhung der [Ca®*]; der reninsezernierenden
Zellen erbrachte, sollte in den folgenden Experimenten der
Signaltransduktionsweg uber die Aktivierung des Epac untersucht werden.
Hierfur wurde die von Kang et al. (2003) verwendete Substanz 8-pCPT-2'-O-
Me-cAMP in einer Konzentration von 200 uM eingesetzt. Die Kontrollversuche
wurden mit dem membrangangigen cAMP-Analogon db cAMP (dibutyryl cAMP)
in Kombination mit dem Phosphodiesteraseinhibitor IBMX durchgefihrt. Die
Konzentration des db cAMP betrug 1 mM, die des IBMX 100 uM. Die
Ergebnisse wurden in Tab. 16 zusammengefasst. Die Kombination aus db
cAMP und IBMX (1 mM/100 pM) flhrte in allen Fallen (n = 3) zu einer
signifikanten Erhdhung der [Ca?']i (p = 0,002, s. Abb. 33 a). Im Gegensatz dazu
konnte in der Versuchsgruppe (n = 3) unter Perfusion von 8-pCPT-2’-O-Me-
cAMP keine Erhéhung der [Ca?*]; beobachtet werden (s. Abb. 33 b, Abb. 34).

a) b)
db cAMP 1 mM 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP
.. IBMX 100 uM .. (200 M)
14 | 14 |
12 12 ]

[Ca®"], (M)
[Ca®*] (M)

6 6
4 4 4
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 33 Reaktion der reninsezernierenden Zellen auf die Stimulation mit cAMP-Analoga.

a) Verlauf der [Caz"]i in den reninsezernierenden Zellen unter der Stimulation mit dem
membrangangigen cAMP-Analogon db cAMP (1 mM) in Kombination mit dem
Phosphodiesteraseinhibitor IBMX (100 uM). In allen drei Experimenten konnte eine Erhéhung
der [Ca®'] erreicht werden.

b) Einsatz des Epac-Aktivators 8-pCPT-2"-O-Me-cAMP (200 uM) auf die [Ca®'].. Unter dieser
Substanz reagierten die Zellen nicht mit einer Erhdhung der [Ca®']. Die [Ca®']; verblieb auf
basalen Werten.
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Abb. 34 Darstellung der Werte der Stimulation mit db cAMP/IBMX (1 mM/100 uM) im Vergleich
zu den Experimenten mit 8-pCPT-2’-0-Me-cAMP (200 uM). In der Kontrollgruppe wurde eine
Ca”-Erhéhung beobachtet, die in der Versuchsgruppe ausblieb. Daher stellte sich A [Ca2+]i
Stim hier signifikant gréRer dar (p = 0,005).

3.5 Einfluss von Zell-Zell-Kontakten auf die Erhéhung
der [Ca’*]; durch die Stimulation mit ANG Il im
Zellverband

3.5.1 Substanzen zur Blockade der Gap junctions

Gap junctions sind spezielle Regionen in der Zellmembran, die aus Proteinen
bestehen und benachbarte Zellen miteinander in Verbindung bringen. Diese
Verbindungen sind wichtig fur die interzellulare Kommunikation (Ryan et al.
(2003)). Solche Zell-Zell-Kontakte wurden bereits in den reninsezernierenden
Zellen nachgewiesen (Taugner und Hackenthal (1989), Haefliger et al. (2004)).
Ziel unserer Experimente war es herauszufinden, ob Gap junctions an der
Reaktion der reninsezernierenden Zellen auf die Stimulation mit ANG 1l beteiligt
sind. Hierzu sollten die Gap junctions der Zellen blockiert werden.

18B-Glycyrrhetinic Acid wurde von Yamamoto et al. (1998) als sehr potenter
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Gap junctions Blocker beschrieben, 1-Heptanol und 1-Octanol hingegen,
wurden als weniger potent beschrieben und mussten in wesentlich hoheren
Um

Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffs Fura-2 durch die Substanzen

Konzentrationen eingesetzt werden. Veranderungen der

1-Heptanol, 1-Octanol und 18B-Glycyrrhetinic Acid auszuschlieRen, wurden

zunachst  Fluoreszenzmessungen des  Farbstoffes im  Fluoreszenz

Spectrophotometer unternommen.
340 nm und 380 nm (A).

Emissionswellenlange 510 nm gemessen. Die Messungen erfolgten unter

Die Anregungswellenlangen betrugen

Die Fluoreszenzintensitat wurde bei der
Zugabe der Gap junctions Blocker jeweils in Ca®*-freier Losung und in einer
Lésung mit einem Uberschuss an Ca®*-lonen. Zur Uberpriifung des Farbstoffs
auf seine Reaktionsfahigkeit wurde ein Zusatz Mangan zugegeben, der die

Fluoreszenz vollstandig aufhebt. Die Ergebnisse der Messungen wurden in

Tab. 17 zusammengefasst.

- Glyc. A. [+ Glyc. A.|- Glyc. A. |+ Glyc. A.|- Glyc. A |+ Glyc. A.[- Glyc. A. |+ Glyc. A.
N |-Fura-2 |-Fura-2 [+ Fura-2 [+ Fura-2 |+ Fura-2 |+ Fura-2 [+ Fura-2 |+ Fura-2
+Ca®* [#Ca® [+Mn* |+ Mn*
340nm 0V oV 415V 43,2V 79,1V 729V 6,6 V 6,1V
380nm 0V oV 34,2V 326V 10,1V 9,6 V 24V 26V
-Hept. [+ Hept. |-Hept. [+ Hept. |-Hept. [+ Hept. |-Hept. |+ Hept.
AN  |-Fura-2 |-Fura-2 [+ Fura-2 [+ Fura-2 |+ Fura-2 [+ Fura-2 [+ Fura-2 [+ Fura-2
+ Ca2+ + ca2+ + Mn2+ + Mn2+
340nm 0V oV 45,7V 482V 81,2V 82,5V 8,2V 74V
380nm OV ov 354V 36,4V 10,4V 10,5V 42V 3,8V
- Oct. + Oct. - Oct. + Oct. - Oct. + Oct. - Oct. + Oct.
AN |-Fura-2 |-Fura + Fura-2 [+ Fura-2 |+ Fura-2 |+ Fura-2 [+ Fura-2 |+ Fura-2
+ Caz+ + ca2+ + Mn2+ + Mn2+
340 nm OV ov 46,4V 46,7V 818V 810V 7,7V 6,7V
380nm 0V oV 352V 34,0V 10,7V 10,6 V 2,8V 30V

Tab. 17 Dargestellt sind die Ergebnisse der Fluoreszenz Spectrophotometermessungen.
Gemessen wurden die Intensitaten bei den Wellenlangen (A) 340 nm und 380 nm. 1-Heptanol
(Hept.), 1-Octanol (Oct.) und 18p-Glycyrrhetinic Acid (Glyc. A.) zeigten keine Eigenfluoreszenz
und keine Veranderung der Reaktionsfahigkeit des Farbstoffs Fura-2 auf einen
Ca”*-Uberschuss.
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Der Farbstoff Fura-2 zeigte keine Veranderungen seiner
Fluoreszenzeigenschaften nach Zugabe von 18B-Glycyrrhetinic Acid,
1-Heptanol und 1-Octanol. Eine adaquate Reaktion des Fura-2 auf den Zusatz
von Ca?*-lonen konnte sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit der
Gap junctions Blocker beobachtet werden. Durch den Zusatz von Mn®*-lonen,
die Fura-2 quenchen, sollte dariber hinaus die Reaktionsfahigkeit des
Farbstoffs Fura-2 ausgetestet werden. Mn?*-lonen filhrten in allen Fallen zum

starken Abfall der Fluoreszenzintensitat bei beiden Wellenlangen.

3.5.2 Einfluss von 1-Heptanol, 1-Octanol und 18B-Glycyrrhetinic
Acid auf die [Ca®'];

Um die Substanzen 1-Heptanol, 1-Octanol und 18B-Glycyrrhetinic Acid in
weiteren Experimenten einsetzen zu kdnnen sollte untersucht werden, ob es in
den reninsezernierenden Zellen durch die Blockade der Gap junctions mit
diesen Substanzen zu einer Veranderung der Basiskalziumkonzentration
kommt. Hierfir wurden zunachst Vorversuche unternommen, bei denen
1-Heptanol (5 mM) eingesetzt wurde. Die Zellen wurden zur Funktionskontrolle
nach der Gabe von 1-Heptanol mit ANG Il (3 nM) stimuliert. In beiden
durchgefilhrten Experimenten konnte eine Erhdhung der [Ca®']i unter
1-Heptanol beobachtet werden (s. Abb. 35).

Aufgrund dieser Beobachtungen wurde 1-Octanol (5 mM) nach dem selben
Schema untersucht. Hierbei zeigte sich unter 1-Octanol ein Abfall der
Fluoreszenzintensitaten auf 0 (n = 3). Die Versuche wurden daraufhin
eingestellt. Der Farbstoff Fura-2 wurde vermutlich aus den Zellen
ausgewaschen.

Als Letzte der drei Substanzen wurde 18B-Glycyrrhetinic Acid (50 pM)
untersucht (s. Abb. 36). Die Substanz verursachte, wie 1-Heptanol, einen
signifikanten Anstieg der [Ca®'], (n = 6, p = 0,011). Die Hohe dieses Anstiegs
war vergleichbar mit der Hohe des Anstiegs unter Stimulation der Zellen mit
ANG Il (s. Tab. 18).
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Abb. 35 Voruntersuchung mit 1-Heptanol (5 mM). Die anschlieRende Stimulation der Zellen mit
ANG Il (3 nM) diente als Funktionskontrolle.

a) Der Gap junctions Blocker 1-Heptanol verursachte eine Erhéhung der [Ca2+]i in den
reninsezernierenden Zellen.

b) Der Verlauf der Fluoreszenzintensititen lie? eine Abnahme der Intensitdt bei beiden
gemessenen Wellenlangen unter 1-Heptanol erkennen. Diese Abnahme war reversibel, die
Fluoreszenzintensitat stieg bei beiden Wellenldngen nach Absetzen des 1-Heptanol wieder an.
Eine intrazellulare Verdinnung des Farbstoffs durch Einstrémen von Wasser in die Zelle und
der damit verbundenen Zellschwellung kénnte einen solchen Effekt verursacht haben.

18B-Glycyrrhetinic Acid ANG I
(50 pM) (3 nM)
[Ca®"]; basal A [Ca™]: [Ca®"]; basal A [Ca™);
St|m1 St|m1 Stim2 Stim2
Doppelstimulation
n=6 27+5 33+8 39+8 28+ 6
(in nM)
In % von Stim;, 100 100 150 + 14 85 + 27

Tab. 18 Ergebnisse der Voruntersuchungen mit 183-Glycyrrhetinic Acid. Die erste Stimulation
(Stim,4) erfolgte unter 18B-Glycyrrhetinic Acid (50 uM), die zweite Stimulation (Stim;) wurde mit
ANG Il (3 nM) durchgefuhrt. 18B-Glycyrrhetinic Acid verursachte einen signifikanten Anstieg der
[Ca*]i (p = 0,011).
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Abb. 36 Voruntersuchung des Gap junctions-Blocker 183-Glycyrrhetinic Acid.

a) Messung der [Ca®]; unter Gabe von 18B-Glycyrrhetinic Acid (50 uM). Deutlich zu erkennen
ist ein signifikanter Anstieg der [Ca®"]; unter 18B-Glycyrrhetinic Acid (p = 0.011).

b) Verlauf der Fluoreszenzintensitaten der Wellenlangen 340 nm und 380 nm wahrend des
Doppelstimulationsprotokolls. Der Anstieg der [Ca2+]i ist durch einen Anstieg der Intensitat bei
340 nm und einen Abfall der Intensitat bei 380 nm gemessen worden. Es wurde kein Abfall bei
beiden Wellenldngen wie unter 1-Heptanol (56 mM) oder 1-Octanol (5 mM) gemessen.

2+]i

Weiterhin sollte geklart werden, ob die Erhdhung der [Ca“’]; durch Stimulation

mit 1-Heptanol (5 mM) in ihrer Hohe vergleichbar mit der Erhéhung der [Ca?"]
durch die Stimulation mit 18p-Glycyrrhetinic Acid (50 uM) war. Hierzu wurde ein
Doppelstimulationsprotokoll angewendet (n = 4). Die erste Stimulation (Stim)
erfolgte durch 18B-Glycyrrhetinic Acid, die zweite Stimulation (Stim;) durch
1-Heptanol (s. Abb. 37 a). Die Hohe des Anstiegs der [Ca®*], war unter beiden
Substanzen vergleichbar (s. Tab. 19).

Aus den genannten Ergebnissen geht hervor, dass durch die Blockade der Gap
junctions mit zwei unterschiedlichen Substanzen (1-Heptanol,
18B-Glycyrrhetinic Acid) ein Anstieg der [Ca®'] beobachtet werden konnte.
18B-Glycyrrhetinic Acid verursachte in einer Konzentration von 50 uM einen
vergleichbaren Anstieg der [Ca®"] wie 1-Heptanol in einer Konzentration von
5 mM. Dies konnte die von Yamamoto et al. (1998) beschriebene hdhere

Wirksamkeit der Substanz 18B-Glycyrrhetinic Acid im Vergleich zu 1-Heptanol
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18B-Glycyrrhetinic Acid 1-Heptanol
(5 uM) (5 mM)
[Ca®*] basal | A [Ca®; [Ca®"]; basal A [Ca™]:
Doppelstimulation
n=4 46+ 8 100 + 41 73+20 45+ 16
(in nM)
in % von Stim;, 100 100 158 + 46 45+ 35

Tab. 19 Ergebnisse des Doppelstimulationsprotokolls der Stimulation mit 18B-Glycyrrhetinic
Acid (Stim4) und 1-Heptanol (Stim,). 183-Glycyrrhetinic Acid wurde in einer Konzentration von
50 pM, 1-Heptanol in einer Konzentration von 5 mM eingesetzt. Die Hohe der [Ca2+]i unter der
Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit 18p-Glycyrrhetinic Acid und 1-Heptanol
unterschied sich nicht.

a) b)
Glycyrrhetinic 1-Heptanol 5 mM Glycyrrhetinic 1-Heptanol 5 mM
60 - Acid 50 uM — 110 - Acid 50 uM —
I N
55 1 100 A
®
507 3901
S 451 3
z £ 804
— 40 - S
N(B N 70 4
O, 351 8
] i
30 1 = 60
25 1 Cy — 340 nm
—— 380 nm
20 T T T T T 40 T T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 37 Experimente mit der Stimulation der reninsezernierenden Zellen durch
18B-Glycyrrhetinic Acid (Stim4) und 1-Heptanol (Stim,).

a) Erhéhung der [Ca2+]i durch die Stimulation mit 18p-Glycyrrhetinic Acid (50 pM) und
1-Heptanol (5 mM). Zwischen Stim, und Stim, wurde kein signifikanter Unterschied im t-Test
gefunden. Beide Peaks waren dadurch in ihrer H6he vergleichbar.

b) Verlauf der Fluoreszenzintensitaten beider gemessener Wellenlangen (340 nm und 380 nm).
Zu erkennen ist ein Anstieg der Intensitat bei 340 nm und ein Abfall der Intensitat bei 380 nm
unter 18B-Glycyrrhetinic Acid. Unter 1-Heptanol dagegen kommt es zu einem Abfall der
Intensitdten bei beiden Wellenldangen, was fur eine intrazellulare Verdinnung des
Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2, verursacht durch einen Einstrom von extrazellularem Wasser,
spricht.
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und 1-Octanol bestitigen. Bei der Erhdhung der [Ca®] wére ein
unterschiedlicher Wirkmechanismus beider Substanzen nicht auszuschliel3en,
da sich der Verlauf der Fluoreszenzintensitaten unter der Stimulation mit beiden
Substanzen deutlich unterscheidet (s. Abb. 37 b).

Die Mechanismen der Erhéhung der [Ca®*]; sind jedoch bisher unbekannt und
sollten der Grund fir weiterfihrende Experimente sein. Messungen mit

1-Octanol zeigten keinen Erfolg und wurden daher abgebrochen.

3.5.3 Veranderung des Membranpotentials der reninsezernierenden
Zellen der Rattenniere durch Stimulation mit
18B-Glycyrrhetinic Acid

In Kap. 3.5.2 wurde gezeigt, dass unter dem Einfluss von 18B-Glycyrrhetinic

Acid eine Erhohung der basalen [Ca®*"); verursacht wird. Durch eine

Depolarisation der reninsezernierenden Zellen mit 18B-Glycyrrhetinic Acid

konnten intrazellulare Signaltransduktionswege mit dem Resultat des Anstieges

der [Ca®']; aktiviert werden. Eine Depolarisation glatter Muskelzellen der

Schwanzarterie von Ratten durch 18B-Glycyrrhetinic Acid wurde von Tare et al.

(2002) beschrieben. Ziel der durchgefuhrten Experimente war die Aufklarung

der Frage, ob 18B-Glycyrrhetinic Acid einen Einfluss auf das

Ruhemembranpotential von reninsezernierenden Zellen der Rattenniere ausubt.

Die Zellen wurden zuerst mit 18B3-Glycyrrhetinic Acid (50 yM), dann mit ANG Il

(10 nM) stimuliert (s. Abb. 38), wobei ANG Il als Funktionskontrolle diente.

Insgesamt wurden funf Experimente mit der Messung des Membranpotentials

durch DIiBAC4(3) durchgeflihrt. Die Stimulation der reninsezernierenden Zellen

mit ANG Il diente als Beweis fur die intakte Reaktionsfahigkeit der Zellen. Vier
dieser Experimente reagierten unter ANG Il mit einer Erhdhung der

Fluoreszenzintensitat und wurden damit in die Auswertung genommen. In allen

vier Experimenten konnte eine Erhohung der Fluoreszenzintensitat, d.h. eine

Depolarisation unter 18B-Glycyrrhetinic Acid (50 yM) nachgewiesen werden.
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Die Depolarisation der reninsezernierenden Zellen durch 18B-Glycyrrhetinic

Acid kénnte daher Anlass fiir die Erhéhung der [Ca®*]; gewesen sein.

188-Glycyrretinic Acid 50 M~ ANG Il 10 nM
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Abb. 38 zeigt das Doppelstimulationsprotokoll der Membranpotentialmessungen mit DIBAC4(3).
Die erste Stimulation erfolgte durch 18B-Glycyrrhetinic Acid (50 uM), die zweite Stimulation
diente zum Nachweis der Reaktionsfahigkeit der Zellen und wurde mit ANG Il (10 nM)
durchgefiihrt. In allen vier Experimenten konnte eine Depolarisation der reninsezernierenden
Zellen durch 18B-Glycyrrhetinic Acid gemessen werden.

3.5.4 Einfluss von 18B-Glycyrrhetinic Acid auf die [Ca*] in
reninsezernierenden Zellen der Rattenniere in Ca®'-freiem

Medium

In Kap. 3.5.2 konnte gezeigt werden, dass es durch die Stimulation der
reninsezernierenden Zellen mit dem Gap junctions Blocker 18B-Glycyrrhetinic
Acid zu einer Erhdhung der [Ca®'] kam. Eine mdgliche Erklarung fiir diese
Beobachtung ware der Einstrom von Ca®*-lonen aus dem Extrazellularraum. In
den durchgefuhrten Experimenten sollte die Rolle der extrazellularen

Ca?*-lonen bei der Erhéhung der [Ca®*] durch die Stimulation mit
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Einzelstimulation
[Ca®™"]; A[Ca™),
basal Stim
Ca* frei
n=4 28+ 5 11 +1
(in nM)
% 100 60 + 14
Kontrollen
n=5 35+6 22 +5
(in nM)
% 100 67 + 15

Tab. 20 Ergebnisse der Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit 183-Glycyrrhetinic Acid
(50 uM) in Ca”"-freiem Medium und unter physiologischen Bedingungen. Die Zellen reagierten
unverandert auch in Ca*-freiem Puffer mit einer signifikanten Erhéhung der [Ca2+]i auf die
Stimulaion mit 183-Glycyrrhetinic Acid (p < 0,001).

18B-Glycyrrhetinic Acid untersucht werden. Hierzu wurde die Stimulation der
reninsezernierenden Zellen mit 18B3-Glycyrrhetinic Acid in Ca**-freiem Medium
durchgefiihrt (n = 4). Ware die Erhdhung der [Ca®*]; bei der Stimulation durch
18B-Glycyrrhetinic Acid ausschlieRlich auf extrazelluldr vorhandenes Ca**

angewiesen, so dirfte in Ca®*'-freiem Medium keine Erhohung der [Ca®];

2*), wurde im Ca?*-freien Puffer unverandert

messbar sein. Die Erhdhung der [Ca
beobachtet (s. Tab. 20).

Aus den oben genannten Ergebnissen geht hervor, dass der Anstieg der [Ca®*];
in seiner Hohe durch die Stimulation mit dem Gap junctions Blocker
18B-Glycyrrhetinic  Acid durch die extrazelluldre Ca?*-Konzentration
unbeeinflusst blieb (s. Abb. 39). Eine Erhéhung der [Ca?']; durch den Einstrom

von Ca®*-lonen aus dem Extrazellularraum ist daher unwahrscheinlich.
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Abb. 39 Einzelstimulationsprotokoll der Experimente mit der Stimulation der
reninsezernierenden Zellen durch 18B-Glycyrrhetinic Acid (50 uM) in Ca**-freiem Medium und
unter physiologischen extrazellularen Bedingungen.

a) Versuchgruppe: Experiment mit der Stimulation durch 188-Glycyrrhetinic Acid in Ca*'-freiem
Puffer. Eine signifikante Erhohung der [Ca**] konnte nachgewiesen werden (p < 0,001).

b) Kontrollgruppe: Erhéhung der [Ca2+]i durch Stimulation mit 18B-Glycyrrhetinic Acid. Die
Zellen reagierten mit einem signifikanten Anstieg der [Ca2+]i (p =0,011).

3.5.5 Einfluss von 18B-Glycyrrhetinic Acid auf den durch ANG II
verursachten Anstieg der [Ca**]i in proximal und distal

gelegenen reninsezernierenden Zellen der afferenten Arteriole

Gap junctions besitzen eine fundamentale Rolle bei der interzellularen
Koordination von Zellverbanden im Gewebe (Yao et al. (2002)). Alle Zellen des
juxtaglomerularen Apparats sind mit Gap junctions konnektiert (Taugner und
Hackenthal (1989), Ryan et al. (2003), Haefliger et al. (2004)). Yao et al. (2002)
zeigten an Macula densa Zellen eine intrazellulare Ca®*-Welle, die durch Gap
junctions innerhalb des Zellverbandes fortgeleitet wurde. Eine solche Ca?*-
Welle ware ein mdglicher Weg, die [Ca*']; in reninsezernierenden Zellen zu
steigern. In den Experimenten sollte aufgeklart werden, ob die Antwort der
reninsezernierenden Zellen auf die Stimulation mit ANG Il (3 nM) im proximalen

oder distalen Bereich der afferenten Arteriole unter Blockade der Gap junctions
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RO

NOJ
proximal

Abb. 40 Anordnung der proximalen und distalen ROl in den Experimenten. Der Abstand
zwischen den beiden Regionen betrug mindestens fuinf Zellreihen.

in ihrer Hohe Differenzen aufweist. In diesem Fall ware ein signifikanter Strom
von Ca?*-lonen zwischen den Zellen nicht ausgeschlossen. Die gemessenen
distalen Zellen befanden sich direkt am Eintritt der afferenten Arteriole in das
Glomerulum. Zwischen distalen und proximalen Zellen wurde ein Abstand von
funf Zellen eingehalten, der nicht gemessen wurde. Danach begann der
proximale Messbereich (s. Abb. 40). Die Experimente wurden in einem
Doppelstimulationsprotokoll durchgefiuihrt (n = 4), die Stimulationszeit betrug
jeweils eine Minute (s. Abb. 41, Tab. 21). Es bestand kein Unterschied in der
Hoéhe des Peak, zwischen proximalem und distalem Messbereich unter 18[3-
Glycyrrhetinic Acid (50 puM). Die Blockade der Gap junctions scheint daher

2+]i

keinen Einfluss auf die Erhdhung der [Ca“’]i unter ANG Il im Zellverband zu

haben.
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Abb. 41 Doppelstimulationsprotokoll mit der Antwort der reninsezernierenden Zellen auf die
Stimulation mit ANG Il (3 nM). Dargestellt ist der Verlauf der [Ca*]; von proximal (a) und distal
(b) gelegenen Zellen.

a) Proximal gelegene ROI.

b) Distal gelegene ROI. Der Vergleich der zweiten Stimulation zwischen proximaler und distaler
ROI ergab keinen signifikanten Unterschied.

Standardpeak Testpeak
[Ca®']; basal A [Ca™]; [Ca®']; basal A [Ca™];
Peak; Peak; Peak, Peak,
proximal
n=4 22+3 19+3 469 102
(in nM)
%
Standardpeak 100 100 202 + 22 55+9
distal
n=4 26+ 3 24+ 5 47 £ 7 103
(in nM)
w 100 100 175+9 41+3
Standardpeak - -

Tab. 21 Ergebnisse aus dem Doppelstimulationsprotokoll. Stimuliert wurde jeweils mit ANG |l
(3 nM) fir jeweils eine Minute. Peak, entstand unter Blockade der Gap junctions mit
18B-Glycyrrhetinic Acid (50 uM). Ein signifikanter Unterschied zwischen der proximalen und der
distalen Gruppe konnte nicht festgestellt werden.
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4 Diskussion
4.1 Charakterisierung der Erhdhung der [Ca®*]
verursacht durch die Stimulation der

reninsezernierenden Zellen mit ANG I

ANG Il hemmt die Reninsekretion und verursacht eine Erhéhung der [Ca®*] in
reninsezernierenden Zellen der Niere (Keeton und Campbell (1980)). Kurtz und
Penner (1989) unterteilten die Reaktion der reninsezernierenden Zellen von
Mausenieren auf die Stimulation mit ANG Il in zwei Phasen. Die erste Phase
(Peakphase) wurde charakterisiert durch einen steilen Anstieg mit

2+]i

anschlieBendem Abfall der [Ca“"]; auf ein Uber dem basalen Niveau gelegenen

2], relativ

[Ca®']-Wert. Bei dieser zweiten Phase (Plateauphase) bleibt die [Ca
konstant um nach Absetzen des ANG Il wieder auf basale Werte abzufallen.
Die Plateauphase wurde in Abwesenheit von extrazelluldren Ca®*-lonen nicht
mehr beobachtet. Die Peakphase dagegen blieb bei diesen Verhaltnissen
unbeeinflusst. Die von Kurtz und Penner (1989) beobachtete zweiphasige
Antwort der reninsezernierenden Zellen der Mauseniere konnte - wie in
Kap. 3.1 beschrieben - durch meine Experimente an reninsezernierenden
Zellen von Rattennieren reproduziert werden. Kurtz und Penner (1989)
beobachteten die Plateauphase ca. 60 Sekunden nach Beginn der Stimulation
mit 100 nM ANG Il. Purdy und Arendshorst (2001) konnten an praglomerularen
glatten Gefallmuskelzellen der afferenten Arteriole der Rattenniere ebenfalls
eine zweiphasige Erhohung der [Ca**]i messen. Hier schloss sich die
Plateauphase ca. 50 Sekunden nach Beginn der Stimulation mit 100 nM ANG I
der Peakphase an, ein Ergebnis das durchaus Ubereinstimmend mit meinen
Messungen ist, bei denen der Ubergang der Peakphase in die Plateauphase
ca. 60 Sekunden nach Beginn der Stimulation mit ANG Il (3 nM) stattfand. Eine
verlassliche Beurteilung der Plateauphase war daher nur bei einem
Stimulationszeitraum von mehr als einer Minute mdglich, weshalb ich zur

Beobachtung der Plateauphase einen 5-Minuten-Stimulationszeitraum wabhlte.
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411 VOCC’s in der Peak- und Plateauphase bei der Erhéhung der
[Ca®*]i in reninsezernierenden Zellen wihrend der Stimulation
mit ANG Il

Blhrle et al. (1986) sowie Kurtz und Penner (1989) konnten an
reninsezernierenden Zellen der Mauseniere bei Stimulation mit ANG Il eine
Depolarisation der Zellen beobachten. Durch diesen elektrophysiologischen
Effekt ist eine Beteiligung von Cay-Kanalen bei der Erhéhung der [Ca®*]; durch
Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit ANG Il nicht auszuschliel3en,
zumal Carmines et al. (1993) an der afferenten Arteriole der Kaninchenniere
durch Nifedipin, einem Dihydropyridin, blockierbare VOCC’s nachweisen
konnten. Hansen et al. (2001) konnten an der afferenten Arteriole der
Rattenniere die mRNA von Cay1.2 nachweisen. Friis et al. (2003) konnten an
juxtaglomerularen Zellen von Rattennieren VOCC's vom Typ Cay1.2
nachweisen. Isradipin, ebenfalls ein Dihydropyridin, blockiert L-Typ Ca?*-Kanale
(high voltage activated) vom Typ Cay1.1, Cay1.2 und Cay1.3 (Catterall et al.
(2002)). Die ICsp von lIsradipin betragt flr diese Kanale zwischen 7 nM und
30 nM (Catterall et al. (2002)). Ich benutzte die Substanz in einer Konzentration
von 100 nM und sollte so, im Falle der Anwesenheit der oben genannten
Kanale, zwischen 80 % und 99 % der Kanale blockieren. Sowohl im
Doppelstimulationsprotokoll als auch im Einzelstimulationsprotokoll konnte
weder die Peakphase noch die Plateauphase wahrend der Stimulation mit
ANG Il durch lIsradipin signifikant beeinflusst werden (s. Kap. 3.2.1). Dieses
Resultat bestatigt die Ergebnisse von Salomonsson et al. (1997), die keine
Hinweise fiir einen Einstrom von Ca®*-lonen durch Dihydropyridin-empfindliche
L-Typ Ca**-Kanale bei der Stimulation von glatten Muskelzellen der afferenten
Arteriole der Kaninchenniere mit 10 nM ANG Il finden konnten. Kurtz et al.
(2000) fanden in ihren Experimenten an Rattennieren keinen Effekt des L-Typ
Ca?*-Kanalblockers Amlodipin auf die Reninsekretion. Laske-Ernst (2003)
untersuchte die Peakphase der Stimulation reninsezernierender Zellen der
Rattenniere mit ANG Il (3 nM) und konnte in ihren Experimenten keinen

Ca?*-Einstrom durch Isradipin-empfindliche Ca®'-Kanale finden. Diesen
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Resultaten stehen bisher mehrere Arbeiten entgegen. Helou und Marchetti
(1997) beobachteten bei ihren Experimenten eine Verminderung des Ca?*-
Anstiegs auf 1 nM ANG Il um ca. 40 % unter Blockade von L-Typ
Ca?*-Kanalen durch 1 uM Nifedipin. Iversen und Arendshorst (1998) gelang es,
die durch 10 nM ANG Il verursachte Erhéhung der [Ca®']; durch Nifedipin
(10 nM) wieder auf basale Werte zu senken. Loutzenhiser und Loutzenhiser
(2000) fanden eine verminderte Erhdhung der [Ca?*]; auf ANG Il (10 nM) unter
Nifedipin (100 nM). Die Peakphase wurde hier um 60 % verkleinert, die
Plateauphase wurde um 90 % verkleinert. Purdy und Arendshorst (2001)
zeigten eine signifikante Verminderung der Hohe der Plateauphase unter
Stimulation mit ANG Il bei gleichzeitiger Perfusion von Nifedipin (100 uM). Alle
diese Experimente fanden - entgegen meinen Experimenten - an glatten
Muskelzellen der afferenten Arteriole der Rattenniere statt. Eine Diskrepanz
zwischen den Ergebnissen ware durch die Arbeit von Scholz und Kurtz (1995)
zu erklaren. Sie konnten im proximalen Bereich der afferenten Arteriole der
Mauseniere (Uber 100 ym vom Glomerulum entfernt) einen durch VOCC'’s
verursachten Ca®*-Einstrom in die glatten Muskelzellen messen, im distalen
Bereich der afferenten Arteriole, der die reninsezernierenden Zellen beinhaltet,
fanden sie dagegen diesen Ca?*-Einstrom unter ANG Il Stimulation nicht mehr.
Dadurch waren Unterschiede in den Ergebnissen der oben genannten
Experimente von der Lokalisation der Messregion abhangig, was Hinweise auf
eine morphologische Adaptation durch die NaCl-arme Diat gibt. Laske-Ernst
(2003) beobachtete weiterhin eine verkleinerte Peakphase sowie die Aufhebung
der Plateauphase bei der Stimulation juxtaglomerularer Zellen mit ANG I
(3 nM) in Abwesenheit von extrazelluldren Ca®*-lonen. Dies wére ein Hinweis
auf einen Einstrom von Ca®*-lonen in die Zellen in beiden Phasen oder auf eine
Reduktion der Speicherentleerung durch eine verminderte [Ca?']; bei
extrazellular Ca?'-freiem Medium. Durch meine Resultate und durch die
Erkenntnisse aus den Ergebnissen von Laske-Ernst (2003) kommt dieser
Einstrom jedoch nicht durch Isradipin-empfindliche L-Typ Ca®'-Kanale

zustande. Eine mdgliche Erklarung hierfiir ware ein Einstrom von Ca®*-lonen
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Uber eine unspezifische Kationenleitfahigkeit, wie Kurtz und Penner (1989) dies
vermuteten. Die weiterhin persistierende Peakphase unter Ca*'-freier
Stimulation mit ANG Il entsteht Uber den [Ps-Signaltransduktionsweg des
ATi-Rezeptors, der zur Entleerung intrazelluldrer Ca®*Speicher filhrt (Kurtz
(1989), Timmermans et al. (1993)).

4.1.2 SOCC'’s in der Peak- und Plateauphase bei der Erh6hung der
[Ca**]; wahrend der Stimulation der juxtaglomeruldren Zellen
mit ANG I

Wie in Kap. 1.3.1.1.2.3 beschrieben, gehdéren SOCC’s zur Familie der
TRP-Kanale (transient receptor potential). In der Rattenniere wurden bisher drei
Formen dieser Kanale nachgewiesen: TRPC-1, TRPC-3 und TRPC-6
(Takenaka et al. (2002)). TRPC-1 ist ein relativ unselektiver Kationenkanal.
Dieser fiihrt zu einem durch IP; und Ca®*-Speicherentleerung bedingten
Ca**-Einstrom in die Zellen. TRPC-1 ist durch die beiden Substanzen 2-APB
und Gadolinium blockierbar. TRPC-3 und TRPC-6 sind durch DAG und
intrazelluldare Ca®*-lonen aktivierbare, nicht-selektive Kationenkandle und
kénnen so zum Einstrom von Ca**-lonen fiihren. Zur Blockade von TRPC-3 ist
bisher nur 2-APB bekannt (Ubersicht in Catterall et al. (2002)). Hinweise zur
Einflussnahme solcher SOCC’s auf die Regulation der Reninsekretion in
reninsezernierenden Zellen wurden bisher zahlreich in der Literatur
beschrieben. ANG Il hemmt die Reninsekretion in diesen Zellen Uber den AT1-
Rezeptor (Chatziantoniou und Arendshorst (1993), Chatziantoniou et al.
(1994)). Dieser Rezeptor verursacht eine G-Protein-vermittelte Aktivierung der
PLC mit der intrazellularen Bildung von IP3; (Hackenthal et al. (1985), Sasaki et
al. (1991), Murphy et al. (1991a)). IP3 bindet am endoplasmatischen Retikulum
an den IP3-Rezeptor und fuhrt dadurch zur Entleerung von Ca**-lonen aus den
Ca?*-Speichern (Ubersicht in Timmermans et al. (1993)). Die Entleerung der
Ca**-Speicher fiihrt zur Aktivierung von SOCC’s. Dies wurde von Large und
Wang (1996), Fellner und Arendshorst (1999) sowie Schulz und Krause (2004)
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an glatten GefaBRmuskelzellen bereits nachgewiesen. In meinen Experimenten
wurden die beiden Substanzen 2-APB und Gadolinium zur Blockade von
SOCC’s eingesetzt. Die Peakphase bei der Stimulation der juxtaglomerularen
Zellen mit ANG Il (10 nM) wurde in meinen Messungen weder durch 2-APB
(30 uM) noch durch Gadolinium (50 uM) signifikant beeinflusst. Laske-Ernst
(2003) stimulierte juxtaglomerulare Zellen der Rattenniere mit 3 nM ANG II.
Entgegen meinen Resultaten beobachtete sie eine signifikant verminderte
Peakphase unter Gadolinium (50 uM). 2-APB (30 pyM) hatte dagegen auf diese
Phase keinen Einfluss. Die Plateauphase war in meinen Experimenten unter
beiden Substanzen vollstandig aufgehoben. Ein Resultat, das mit den
Versuchen von Schweda et al. (2000) erklarbar ist. Sie beobachteten bei der
Entleerung der intrazellularen Ca?*-Speicher mit Thapsigargin eine Hemmung
der Reninsekretion an isolierten, perfundierten Rattennieren und zeigten
gleichzeitig, dass fiir den inhibitorischen Effekt extrazelluldre Ca?*-lonen obligat
waren. Gadolinium hatte bei ihren Versuchen jedoch keinen Einfluss auf die
Reninsekretionrate. Ma et al. (2000) zeigte an humanen, embryonalen
Nierenzellen ebenfalls die Existenz von SOCC’s. Sie beobachteten eine
Hemmung der IPs-vermittelten Freisetzung von Ca**-lonen aus intrazelluldren
Speichern durch Blockade des IP3-Rezeptors am endoplasmatischen Retikulum
und eine Hemmung der SOCC’s durch die Anwendung von 2-APB (75 pM). In
der von mir verwendeten Konzentration (30 yM) muss davon ausgegangen
werden, dass 2-APB keinen Einfluss auf den IP3-Rezeptor hatte, hierflr waren
wesentlich hohere Konzentrationen notig (Catterall et al. (2002)). Die
Peakphase, die durch die Freisetzung von Ca?*-lonen aus intrazelluldren
Speichern gebildet wird, wurde daher durch 2-APB nicht beeinflusst. Fellner
und Arendshorst (2002) beobachteten an der afferenten Arteriole der
Rattenniere durch 2-APB und Gadolinium blockierbare SOCC’s im IPs-
vermittelten Signaltransduktionsweg des Vasopressin Uber den V-Rezeptor.
Ferner wiesen sie eine Funktion der SOCC'’s bei der Speicherentleerung durch
Ryanodin nach. SOCC’s waren somit nicht nur durch den IP3-Rezeptor des

endoplasmatischen Retikulum aktivierbar, sie wurden auch durch den
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Ryanodin-Rezeptor aktiviert. Im Gegensatz zu meinen Resultaten konnten
durch Loutzenhiser und Loutzenhiser (2000) SOCC’s nur an der efferenten,
jedoch nicht an der afferenten Arteriole der Rattenniere nachgewiesen werden.
Purdy und Arendshorst (2001) diskutierten in ihren Experimenten an der
afferenten Arteriole der Rattenniere die Peakphase als Zeichen der Freisetzung
von Ca?*-lonen aus intrazelluldren Speichern. Die sich daran anschlieRende
Plateauphase konnte von ihnen durch Nifedipin blockiert werden. Sie
vermuteten hinter der Plateauphase einen Ca**-Einstrom durch VOCC'’s, was
durch meine Experimente nicht bestatigt werden konnte (s. Kap. 4.1.1). Sinn
der Offnung von SOCC’s durch die Speicherentleerung koénnte die
Wiederauffullung der entleerten Speicher sein (McFadzean und Gibson (2002),
Schweda et al. (2000)). Die Art und Weise der Signalubertragung zwischen den
Speichern und den SOCC’s ist bislang noch ungeklart (s. Kap. 1.3.1.1.2.3).

41.3 Einfluss der Depolarisation der Zellen auf die [Ca®*']; wahrend
der Stimulation mit ANG Il

Eine Depolarisation der reninsezernierenden Zellen fuhrt zur Erhohung der
[Ca?'].. Diese Erhdhung ist obligat auf das Vorliegen von extrazelluldren Ca?*-
lonen angewiesen (Laske-Ernst (2003)). Rauch (2000) konnte den durch die
Depolarisation verursachten Einstrom von Ca®*-lonen in die
reninsezernierenden Zellen der Rattenniere durch Isradipin hemmen. Dieser
Einstrom von Ca?*-lonen scheint durch Cay-Kanale verursacht zu sein. Auch in
meinen Experimenten des Kap. 3.2.3 konnte eine Erhéhung der [Ca?']; durch
die Depolarisation der juxtaglomerularen Zellen mit 60 mM K-HEPES-PS und
142 mM K-HEPES-PS erreicht werden. Bei der Perfusion dieser Losungen kam
T,

es zunachst zu einem steilen Anstieg der [Ca“”’];, die daraufhin gegenuber den

2+]i-Werte abfielen um konstant, bis

basalen Werten auf immer noch erhohte [Ca
zum Absetzen der Loésungen, auf diesem Level zu verbleiben. Diese
Beobachtung konnte durch mehrere Mechanismen erklart werden. Ein

Mechanismus wire die von Soldatov (2003) an Cay1.2 L-Typ Ca?*-Kanile
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beobachtete Ca?*-Calmodulin-Komplex-abhangige Inaktivierung der Kanile.
Hierbei kommt es zur Verminderung der Offnungswahrscheinlichkeit der
Kanale. Soldatov (2003) konnte weiterhin beobachten, dass Cay1.2 L-Typ
Ca**-Kanale innerhalb von Millisekunden spannungsabhangig inaktiviert
werden. Beide Mechanismen wiirden den raschen Abfall der [Ca®'] bei
andauernder Depolarisation erklaren, zumal Hansen et al. (2001)
Untereinheiten von Cay1.2 L-Typ-Ca?*-Kandlen in juxtaglomeruldren Zellen der
Rattenniere bereits entdeckten. Eine weitere, jedoch nicht bewiesene
Moglichkeit ware eine durch die (berschieRende Steigerung der [Ca®']
bedingte, verzogerte Aktivierung des zellmembranstandig gelegenen
Na*-Ca®*-Austauschers und der endoplasmatischen Ca?*-ATPase der
juxtaglomerularen Zellen sowie der damit verbundenen Verminderung der
[Ca'].. Eine andere Erklarung fiir den steilen Anstieg und den steilen Abfall
ware der Ca?*-induzierte-Ca*-Einstrom (CICR) in die Zellen, bei dem es zur
Offnung von Ca**-Kanilen am endoplasmatischen Retikulum und damit zur
Entleerung von intrazelluldren Ca?*-Speichern kommt (Fabiato (1983)). In den
von mir in Kap. 3.2.3.1 und Kap. 3.2.3.2 durchgeflUhrten Experimenten konnte
ich davon ausgehen, dass vor erneuter Stimulation mit ANG Il die
spannungsabhangigen Ca?*-Kanile bei der Depolarisation der
juxtaglomerularen Zellen, entweder bereits im gedffneten oder in einem
inaktivierten ~ Zustand waren. Da intra- wie extrazellular die
K*-Konzentrationen ausgeglichen waren, war keine weitere Veranderung des
Membranpotentials durch ANG [l mehr mdglich (zumindest bei der
Depolariation mit 142 mM KCI). Damit wird ein Einstrom von Ca**-lonen durch
VOCC’s bei der ANG II-Stimulation unter Depolarisation mit hohen
extrazelluldren K*-lonenkonzentrationen unwahrscheinlich. Die Peakphase der
Reaktion der juxtaglomerularen Zellen auf die Stimulation mit ANG Il wurde in
meinen Experimenten durch die Depolarisation nicht beeinflusst. Daher gibt es
fiir einen Einstom von Ca?*-lonen durch VOCC'’s bei der Erhéhung der [Ca®'];
unter ANG Il - wie in Kap. 4.1.1 bereits beschrieben - auch in dieser

Experimentserie keine Hinweise. Diese Resultate bestatigen die von
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Hackenthal et al. (1985), Sasaki et al. (1991) sowie Murphy et al. (1991a)
beschriebene IPs-vermittelte Entleerung intrazelluldrer Ca?*-Speicher bei der
Stimulation des AT-Rezeptors mit ANG Il an den juxtaglomerularen Zellen. In
Kap. 3.2.3.2 zeigte sich eine hochst signifikante Verkleinerung der
Plateauphase wahrend der Stimulation der reninsezernierenden Zellen mit
ANG Il unter depolarisierten Verhaltnissen. Die Offnung der SOCC’s durch
Ca**-Speicherentleerung wurde fiir den Ca?*-Einstrom, der zur Entstehung der
Plateauphase fuhrt, verantwortlich gemacht (s. Kap. 4.1.2). Die Regulation der
Aktivitat von SOCC’s geschieht vorwiegend durch den Fullungszustand der

2+]i

Ca?*-Speicher, jedoch spielt die [Ca®]; hier ebenfalls eine Rolle (Ubersicht in

Parekh und Penner (1997), Liu und Ambudkar (2001)). Im depolarisierten

2*); sind die intrazelluldren Ca®*-Speicher durch die

Zustand mit erhohter [Ca
erhohte [Ca®']), und die Aktivitat der SERCA reichlich gefiillt. Daher ware ein
Ausbleiben der Offnung der SOCC’s mit dem Ausbleiben der Plateauphase
unter depolarisierten Verhaltnissen durch den hohen Fulllungszustand der

Ca”*-Speicher sowie durch die erhohte [Ca®')

zu erklaren. Diese Hypothese
wurde mit den in Kap. 3.2.3.3 durchgefuhrten Experimenten untersucht. Hierbei
wurde die SERCA der depolarisierten juxtaglomerularen Zellen mittels CPA
blockiert. Dadurch sollte eine starke Beladung der Ca**-Speicher verhindert
werden, was anschlielend wieder zum Auftreten der Plateauphase fuhren
konnte. In den Experimenten, unter SERCA-Inhibition mit CPA, wurde jedoch
ebenfalls keine Plateauphase beobachtet. Die Griinde flr diese Beobachtung

sind bislang unklar und konnten auch multifaktoriell bedingt sein.

4.2 Die Rolle der PKA und des Epac bei dem Einfluss
von cAMP auf die [Ca®']; in reninsezernierenden
Zellen

Das membranstandige Enzym Adenylatzyklase (AC) bildet intrazellular aus ATP
den second messenger cAMP. Durch cAMP wird in der Zelle die Proteinkinase

A (PKA) aktiviert, was zur Phosphorylierung und damit zur Aktivierung weiterer
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Funktionsproteine fuhrt (s. Kap. 1.3.1.2). Ein weiterer, unabhangig von der PKA
arbeitender Aktionsmechanismus des cAMP ist die Aktivierung des Epac
(cCAMP-regulierter Guaninnukleotid Austauschfaktor), welcher wiederum
G-Proteine aktiviert (Kang et al. (2003)). cAMP wird durch das Enzym
Phosphodiesterase (PDE) - wovon mehrere Isoformen in den juxtaglomerularen
Zellen der Rattenniere bereits beschrieben wurden (Friis et al. (2002)) - zu AMP
abgebaut und dadurch inaktiviert. Der Anstieg der intrazellularen cAMP-
Konzentration fuhrt zur Stimulation der Reninsekretion (s. Kap. 1.3.1.2, Kurtz
(1989), Ubersicht in Keeton und Campbell (1980)). GemaR dem von Churchill
(1995) bezeichneten ,Calciumparadoxon“ wirde man eine Verminderung der
[Ca?'];, wie sie von glatten Muskelzellen bereits bekannt war, unter gesteigerten
intrazellularen cAMP-Werten vermuten (Keeton und Campbell (1980)). Keeton
und Campbell (1980) lieferten bereits eine Ubersicht tiber mehrere Arbeiten, die
einen deutlichen Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration unter
B-Adrenozeptorstimulation mit Isoprenalin beschrieben. Laske-Ernst (2003)
konnte durch die Stimulation der juxtaglomerularen Zellen der Rattenniere mit
Isoprenalin (1 pM) in Kombination mit dem PDE-Hemmer IBMX (100 pM) eine
Erhohung der [Ca®']i ausldésen. Dieser Effekt war durch den B-Blocker
Propranolol aufzuheben und daher Uber B-Adrenozeptoren vermittelt. Ich
beobachtete unter Perfusion von ISO/IBMX (1 pM/100 pM), wie Laske-Ernst
(2003), eine Erhdhung der [Ca?*]; zwischen 10 nM und 20 nM, was ca. 90 % der
Erhohung der [Ca?']; verursacht durch die Stimulation der Zellen mit 3 nM
ANG Il entsprach. Weiterhin konnte Laske-Ernst (2003) eine Erhohung der
[Ca?*]; durch Perfusion von db cAMP, einem membrangingigen Analogon des
cAMP, und durch Forskolin, einem Adenylatcyclase-Aktivator, erreichen. Die
Erhohung der [Ca®*]; durch db cAMP in Kombination mit IBMX konnte in den
Experimenten des Kap 3.4.3 bestatigt werden. Diese Resultate sprechen

deutlich fiir eine Steigerung der [Ca®'];

bei der Erh6hung der intrazellularen
cAMP-Konzentration. Bisher wurde eine Verminderung der Ca?*-Permeabilitat
der Zellmembran sowie eine Erhdéhung der Aktivitit der Ca®*-ATPase und des

Na*-Ca?*-Austauschers der juxtaglomeruldren Zellen durch die Erhéhung der
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intrazellularen cAMP-Konzentration beobachtet, was zu der vermuteten bzw.
vorausgesagten Verminderung der [Ca®']; fiihren sollte (Ubersicht in Kurtz
(1989) sowie in Churchill (1995)). Eine mogliche Erklarung fur die von Laske-
Ernst (2003) und mir gemessenen Resultate lieferten die Messungen von Wu et
al. (1999). Sie beobachteten an kultivierten Astrozyten von Ratten eine
Erhohung der [Ca?']; wahrend der Steigerung der intrazellularen cAMP-
Konzentration. Diese Steigerung wurde durch die Offnung von SOCC'’s
verursacht. Daher wére ein Ca?*-Einstrom durch SOCC’s eine denkbare Option.
Diese Hypothese wurde durch Laske-Ernst (2003) weiter untersucht. Sie konnte
durch Entfernung der extrazelluldren Ca**-lonen eine um ca. 90 % verminderte
Antwort der reninsezernierenden Zellen auf die Stimulation mit ISO/IBMX (1
MM/100 pM) messen, was einen Hinweis auf eine extrazellulare und
intrazelluldre Komponente der Reaktion gibt, jedoch mit dem Uberwiegen der
extrazellularen Komponente. Des Weiteren wurde die Reaktion der
juxtaglomerularen Zellen auf diese Stimulation durch die beiden
SOCC’s-Blocker 2-APB und Gadolinium ganzlich ausgeschaltet. Dadurch
stellen die SOCC’s vermutlich den hauptsachlichen Weg fur die Erhdhung der
[Ca®]; in juxtaglomeruldren Zellen bei der Erhohung der cAMP-Konzentration
durch [(B-Adrenozeptoragonisten dar. Friis et al. (2002) konnten an
juxtaglomerularen Zellen der Rattenniere durch die Hemmung der PDE3 mit
Trequinsin und der damit verbundenen Steigerung der intrazellularen
cAMP-Konzentration eine Stimulation der Reninsekretion auslésen. Diese
Stimulation wurde durch die Hemmung der PKA mit Rp-8-CPT-AMPS
aufgehoben, sodass sie Grund zur Annahme hatten, dass die PKA bei der
Stimulation der Reninsekretion durch die Erhdhung der intrazellularen
cAMP-Konzentration eine wesentliche Rolle spielt. Eine Verdanderung der [Ca®*];
durch die PKA wurde von Laske-Ernst (2003) untersucht. Sie hatte die PKA mit
der Substanz H89 gehemmt. Sie konnte durch H89 (10 pM) jedoch keine
Veranderung der [Ca®']i unter Stimulation mit ISO/IBMX (1 pM/100 pM)
messen. Jedoch wurde die [Ca?']; in den juxtaglomeruldren Zellen schon durch

den Einfluss des H89 erhoht. Ich untersuchte diese Resultate mit zwei PKA-
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Inhibitoren, H89 und KT 5720 (s. Kap. 3.4.2). Entgegen den Ergebnissen von
Laske-Ernst (2003) konnte ich in meinen Messungen unter Verwendung H89
(1 uM) und KT 5720 (1 pM) keine Erhdhung der [Ca?']; beobachten. Die in
meinen Experimenten verwendete Konzentration des H89 wurde jedoch im
Unterschied zu Laske-Ernst (2003) 10-fach verdinnt eingesetzt um den Effekt
auf die basale [Ca?']; zu vermindern. Dies wire ein mdglicher Grund fiir die
fehlende Erhdhung der [Ca2+]i unter H89. Die Wirksamkeit von H89 war bei
diesen Konzentrationen jedoch noch gegeben, Chijiwa et al. (1990)
beschrieben einen Ki-Wert von 48 + 8 nM fur H89. Die Antwort der
reninsezernierenden Zellen auf die Stimulation mit ISO/IBMX (1 uM/100 uM)
wurde durch beide PKA-Inhibitoren - gemald den Vorergebnissen von Laske-
Ernst (2003) - nicht beeinflusst. Die Erhthung der [Ca®*]; durch die Steigerung
der intrazellularen cAMP-Konzentration scheint daher nicht auf eine Aktivierung
der PKA angewiesen zu sein, sondern auf einem anderen Weg die Offnung von
SOCC’s zu bewirken. Weiter wurde von mir die Reaktion der juxtaglomerularen
Zellen der Rattenniere auf den Epac-Aktivator 8-pCPT-2’-O-Me-cAMP
gemessen. Die Zellen reagierten nicht mit einem Anstieg der [Ca2+]i wie dies
von Kang et al. (2003) an humanen B-Zellen des Pankreas beobachtet wurden.
Sie machten fiir inre Beobachtung die Entleerung intrazellulérer Ca®*-Speicher
verantwortlich. Diesen Resultaten entsprechend fand ich keinen Anhaltspunkt
fiir eine Beteiligung der PKA oder des Epac bei der Steigerung der [Ca®']; unter
den durchgefihrten cAMP-erhdhenden MalRnahmen. Aus meinen Ergebnissen

geht hervor, dass eine Steigerung der [Ca®*)

trotz der gleichzeitigen Steigerung
der intrazellularen cAMP-Konzentration in juxtaglomerularen Zellen der
Rattenniere mdglich ist. Dies spricht gegen die Theorie des
Calciumparadoxons, da cAMP ein sekretionsfordernder Botenstoff in der
Regulation der Reninsekretion darstellt (s. Kap. 1.3.1.2.). Die Regulation der
Reninsekretion durch cAMP scheint demnach nicht explizit abhangig von der
[Ca2+]i zu sein. Fur diese Hypothese sprechen auch die Ergebnisse von Laske-
Ernst (2003) sowie Kurtz und Penner (1989), die keine Veranderung der

Ruhecalciumkonzentration in reninsezernierenden Zellen der Mauseniere unter
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Erhdhung der intrazellularen cAMP-Konzentration finden konnten. Dies wirde
fur eine weitestgehende Unabhangigkeit beider Signaltransduktionswege

sprechen.

4.3 Osmotische Einflisse auf die [Ca®*]; der
reninsezernierenden Zellen der Rattenniere

Die Niere ist eines der wichtigsten Organe in der Regulation der extrazellularen
Osmolaritat des Organismus (Churchill (1995)). Ein wichtiger Mechanismus
hierflr ist die Reninsekretion der juxtaglomerularen Zellen. Sie wird direkt durch
die extrazellulare Osmolaritat beeinflusst (Ubersichten in Kurtz (1989) und Skett
(1988)). Bei erhohter extrazellularer Osmolaritat kommt es zur Verminderung
der Reninsekretionsrate und vice versa (Frederiksen et al. (1975), Skett
(1986b), Skeatt (1988), Jensen und Skett (1993)). Skegtt (1986b), Skatt (1988)
sowie Jensen und Skett (1993) machten flr diese Reaktionen der
reninsezernierenden Zellen Zellschwellungs- und Zellschrumpfungsvorgange
verantwortlich. Untersuchungen beziglich einer Verbindung zwischen dem
Calciumparadoxon und der extrazellularen Osmolaritat wurden bisher noch
nicht unternommen und wurden daher in meiner Arbeit behandelt (s. Kap. 3.3).
Unter extrazellular hypoosmolaren Verhaltnissen wirde man mit einer
Erhéhung der Reninsekretionsrate und damit, gemald dem Calciumparadoxon,
mit einer Verminderung der [Ca®']i rechnen. Tatsachlich reagierten die
reninsezernierenden Zellen in meinen Experimenten vermutlich mit einer
Steigerung der [Ca**].. Diese Steigerung war in ihrer Hohe vergleichbar mit der
Erhéhung der [Ca®']; wahrend der Stimulation der Zellen mit 3 nM ANG II.
Auffallend bei diesen Experimenten war die simultane Reduktion der
Fluoreszenzintensitat bei beiden gemessenen Wellenlangen in der Phase der
herabgesetzten extrazellularen Osmolaritat (s. Abb. 42). Uber das Ratio der
Fluoreszenzintensitaten wurde nach der Formel von Grynkiewicz eine
Erhohung der [Ca®']i errechnet. Ob es sich dabei um eine reale Erhohung

handelt, blieb nicht abschlieRend geklart. Es kam durch die Hypoosmolaritat der
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extrazellularen Lésung zu einem Einstrom von Wasser in die Zellen mit dem
Resultat der Verdinnung des intrazellular angereicherten Farbstoffs Fura-2.
Diese Beobachtung wurde die in den Arbeiten von Frederiksen et al. (1975),
Skgtt (1986a), Skett (1988) sowie Jensen und Skgtt (1993) beschriebene
Zellschwellung bestatigen. Extrazellulare hyperosmolare Verhaltnisse bewirken
eine Verminderng der Reninsekretion. Gemal dem Calciumparadoxon wirde
man eine Erhdohung der [Ca®"] erwarten. Extrazellular hyperosmolare
Verhéltnisse fuhrten in  meinen Experimenten zum Anstieg der
Fluoreszenzintensitat bei beiden Wellenlangen (s. Abb. 42). Dies kdénnte
Ausdruck eines Wasserausstroms, verbunden mit einer Zellschrumpfung und
der Konzentrierung des intrazellularen Fluoreszenzfarbstoffs, sein. Dabei
konnte durch das Ratio keine Veranderung der [Ca®'] nach Grynkiewicz
berechnet werden (s. Kap. 3.3.2). Diese Resultate sprechen dafir, dass die

Regulation der Reninsekretion durch die Osmolaritat des extrazellularen

) )

Mediums nicht Uber die [Ca”']i gesteuert wird. Wie die Erhdhung der [Ca
unter extrazellular hypoosmolaren Verhaltnissen zustande kommt, ist nicht
bekannt. Eine mogliche Erklarung hierfur ist die osmotische Schwellung der
Zelle, die zur Dehnung der Zellmembran flhrt. Dabei kann eine Erhéhung der
[Ca®]i durch unterschiedliche Mechanismen entstehen (Viana et al. (2001)).
Prinzipiell ware zwischen der Entleerung intrazellularer Speicher und dem
Einstrom von Ca®**-lonen aus dem Extrazelluldrraum zu unterscheiden. Ein
Einstrom von extrazellular ist prinzipiell durch die Aktivierung von stretch-
aktivierten lonenkanalen oder VOCC'’s moglich. Viana et al. (2001) fihrten dazu
Experimente an kultivierten Trigeminusneuronen der Maus durch, die - wie in
meinen Experimenten an reninsezernierenden Zellen beobachtet - auf eine
verminderte extrazelluldre Osmolaritat mit einer Erhéhung der [Ca?*]; reagierten.
Sie konnten mit Gadolinium, einem Blocker fiir stretch-aktivierte Ca**-Kanile,
die Erhdhung der [Ca®*]; unter hypoosmolarer Perfusion signifikant vermindern.
Weiterhin konnten sie die Erhdhung der [Ca®"]; durch die Blockade von VOCC'’s
hemmen. Eine Ca*-Erhéhung durch Speicherentleerung mit anschlieRender

Offnung von SOCC'’s konnte in diesem Zusammenhang nicht beobachtet
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werden. Clapham et al. (2003) ordneten die stretch-aktivierten lonenkanale der
Familie der TRP-Kanale zu. Da Gadolinium einige der TRP-Kanéle blockieren

kann, wurde diese Substanz von mir zur Blockierung von stretch-aktivierten
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Abb. 42 Verlauf der Fluoreszenzintensitdten wahrend der Behandlung der juxtaglomeruldren
Zellen mit unterschiedlichen extrazelluldren Osmolaritdten. Unter hyperosmolaren Bedingungen
konnte eine Intensitdtszunahme bei beiden Wellenlangen beobachtet werden. Unter
hypoosmolaren Verhaltnissen kam es zum Abfall der Fluoreszenzintensitaten. Diese
Beobachtung hat ihren Ursprung vermutlich in einer Veranderung des Zellvolumens und der
damit verbundenen Verdiinnung bzw. Konzentrierung des Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2.

lonenkanadlen eingesetzt, allerdings nicht in der von Viana et al. (2001)
verwendeten Konzentration von 100 uM, sondern in einer Konzentration von
50 pM. Diese Konzentration hatte sich schon in den Versuchen des Kap.
3.2.2.1 als sehr wirksam gegeniber TRP-Kanadlen (SOCC's) erwiesen.
Entgegen den Experimenten von Viana et al. (2001) zeigte Gadolinium keinen
Einfluss auf die Erhéhung der [Ca®']. Eventuell waren hierfiir hohere
Konzentrationen des Gadolinium nétig oder es sind an der Erhéhung der [Ca®")
in  reninsezernierenden Zellen der Rattenniere unter extrazellular

hypoosmolaren Verhaltnissen keine Gadolinium-empfindlichen TRP-Kanale
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(stretch-aktivierte Kanale bzw. SOCC’s) beteiligt. Weitere Moglichkeiten der
Erhohung der [Ca®*]; waren einerseits der Weg {ber die von Fray (1976) an der
isolierten perfundierten Rattenniere und andererseits die von Viana et al. (2001)
an kultivierten Trigeminusneuronen der Maus beschriebene Depolarisation der
Zellen mit anschlieBendem Einstrom von Ca?*-lonen durch VOCC's. Eine
solche Depolarisation ware durch die Offnung unspezifischer Kationenkanale
(stretch-aktivierte Kanale) ((Carey et al. (1997), Kirber et al. (1988), Wu und
Davis (2001), Wu et al. (2003)), durch die Offnung von Ca**-aktivierten
Chloridkanalen (Jensen et al. (1997), Nabel et al. (1999)) sowie durch die
Offnung von volumenaktivierten Chloridkanalen, die nahezu in allen Zellen
vorhanden sind (Jentsch et al. (2002)), zu erklaren. VOCC’s wurden im
Zusammenhang mit osmotischen Reizen bereits von Ichihara et al. (1999)
explizit an reninsezernierenden Zellen der Rattenniere nachgewiesen. Zur
Bestatigung dieser Ergebnisse waren weitere Experimente = mit
VOCC’s-Blockern (z.B. Verapamil, Nifedipin, Isradipin), Inhibitoren flr
Ca**-aktivierte Chloridkanale (z. B. 1AA-94, Niflumic Acid), Inhibitoren fir
volumenaktivierte Chloridkanale (z.B. Tamoxifen, NPPB) sowie Experimente mit

extrazellular Ca®*-freier Lésung von Interesse.

4.4 Die Rolle der Gap junctions bei der Erhohung der
[Ca®*]; unter Stimulation der juxtaglomeruliren Zellen
mit ANG I

Interzellulare Signale im Gewebe kdnnen mittels Gap junctions vermittelt
werden (Yao et al. (2002)). Gap junctions sind kleine Kanale, die Zellen
miteinander verbinden und aus Untereinheiten, den Connexinen, aufgebaut
sind (Taugner und Hackenthal (1989), Brink (1998)). Bisher wurden Gap
junctions an allen Zellen des juxtaglomerularen Apparates nachgewiesen
(Taugner und Hackenthal (1989), Ubersicht in Hackenthal et al. (1990)). Yao et
al. (2002) konnten eine interzellulare Ca?**-Welle im juxtaglomerularen Apparat

der Rattenniere provozieren. Mit Heptanol war es ihnen mdglich, das Auftreten
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dieser Ca®*-Welle zu verhindern. Eine Leitfahigkeit fiir Ca®*-lonen scheint daher
durch diese Kanale gegeben zu sein. Ryan et al. (2003) konnten die mRNA der
Connexine 37, 40, 43 und 45 durch RT-PCR in As4.1-Zellen, einer
reninsezernierenden Zelllinie, nachweisen. Sie benutzten zur Blockade dieser
Kanale die Substanz Octanol. Haefliger et al. (2004) bestatigten den Nachweis
der Connexine 37, 40, 43 und 45 in der Rattenniere und fanden zusatzlich die
Connexine 26, 30, 31, 32 und 46. Sie schrieben vor allem dem Connexin 40
eine bedeutende Rolle in der Regulation der Reninsekretion zu. Yamamoto et
al. (1998) verglichen die Wirkstarke der Substanzen 18B-Glycyrrhetinic Acid,
Heptanol und Octanol. 18B-Glycyrrhetinic Acid stellte sich in ihren
Experimenten an glatten Muskelzellen der Schweinemesenterialarterie als
effektivster Hemmestoff fir Gap junctions heraus. Aus diesem Grund wurden die
drei Substanzen in meinen Versuchen in unterschiedlichen Konzentrationen
eingesetzt. Da bislang keine Daten zur Fluoreszenzinterferenz dieser
Substanzen mit dem Farbstoff Fura-2 vorlagen, sollte dies zunachst ausgetestet
werden. Alle drei Substanzen verhielten sich bezlglich des
Fluoreszenzverhaltens des Fura-2 vollig neutral, sodass keine Interaktion mit
diesem Fluoreszenzfarbstoff in meinen Experimenten vorlag (s. Kap. 3.5.1).
1-Heptanol verursachte eine Erhohung der [Ca®']i in den reninsezernierenden
Zellen. Die Fluoreszenzintensitaten verringerten sich unter 1-Heptanol bei
beiden gemessenen Wellenlangen simultan, was nach Absetzen der Substanz
malig reversibel war. Ein teilweises Auswaschen des Farbstoffs aus den Zellen
ist daher denkbar. Das simultane Absinken der Fluoreszenzintensitaten bei
beiden gemessenen Wellenlangen wurde bereits bei der Behandlung der
reninsezernierenden Zellen mit extrazellular hypoosmolaren Lésungen
beobachtet (s. Kap. 3.3.1). Daher ware eine weitere mogliche Erklarung fur
diese Beobachtung ein Wassereinstrom in die Zellen mit dem Resultat der
Verdunnung des intrazellular kumulierten Farbstoffs Fura-2. Ungeklart bleibt,
wodurch dieser Wassereinstrom zustande kommen wurde. Mdglich ware eine
durch die Lipophilie der Substanz bedingte unspezifische Interaktion mit der

Zellmembran, die daraufhin mit einer gesteigerten Wasserpermeabilitat reagiert.
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Dies ist jedoch nur eine Hypothese, ein Beweis dieser Aussage ist aus den von
mir durchgeflihrten Versuchen nicht maoglich. 18B-Glycyrrhetinic Acid

verursachte ebenfalls einen Anstieg der [Ca®);

in den juxtaglomerularen Zellen.
Fir diese Beobachtung waren mehrere Erklarungen moglich. Ein Einstrom der
Ca?*-lonen von extrazelluldr durch VOCC’s nach Depolarisation der Zellen oder
die Hemmung der Na*-Ca*-ATPase ware denkbar. Zur Uberpriifung dieser
Hypothesen wurden von mir die in Kap. 3.5.3 durchgeflhrten Experimente mit
der Messung von Membranpotentialveranderungen durch DIBAC4(3)
aufgenommen. Durch die Anwendung von 18B-Glycyrrhetinic Acid erfolgte eine
Depolarisation der reninsezernierenden Zellen. Depolarisierende Effekte dieser
Substanz wurden bereits von Tare et al. (2002) an Endothelzellen der
Rattenmesenterialarterie und der Schweinekoronararterie sowie von Coleman
et al. (2001) an Endothelzellen der submukdsen Arteriole von Schweinen
beschrieben. Ursachen flr dieses elektrophysiologische Geschehen kdénnte
eine von Terasawa et al. (1991) beschriebene Hemmung der Na*-K*-ATPase
oder eine Offnung von Ca**-aktivierten Chloridkanélen in den juxtaglomeruldren
Zellen sein. Die Herkunft der Ca®*-lonen wurde von mir durch Experimente mit
Ca**-freier Lésung untersucht, da ein Einstrom von Ca®*-lonen durch VOCC's
auf das Vorliegen von extrazelluldren Ca®*-lonen angewiesen ware. In diesen

2*)in Ca**-freiem Medium wahrend der

Versuchen war eine Erhohung der [Ca
Anwendung von 18B-Glycyrrhetinic Acid weiterhin ausldsbar; ein Hinweis auf
eine intrazelluldare Herkunft der Ca®*-lonen. Daher wére eine Entleerung
intrazelluldrer Ca?*-Speicher durch die Anwendung dieser Substanz durchaus
denkbar, hierfur kdnnten Experimente mit CPA durchgefuhrt werden. Weitere
mogliche Mechanismen, die zur Entleerung von Ca*-Speichern fiihren
konnten, waren unspezifische toxische Effekte (Griffith (2004)) oder eine durch
die Lipophilie der Substanz bedingte unspezifische Interaktion mit der
Zellmembran und deren Proteinen. Denkbar waren auch Interaktionen mit
intrazelluldren Membransystemen wie z.B. den Ca*-Speichern. Um die
Wirksamkeit der beiden Substanzen 18B-Glycyrrhetinic Acid und 1-Heptanol zu

2+]i

testen, wurde die Erhdhung der [Ca”']i unter beiden Substanzen miteinander
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verglichen. 1-Heptanol verursachte in einer Konzentration von 5 mM eine

vergleichbare Erhéhung der [Ca®);

wie 18B-Glycyrrhetinic Acid in einer
Konzentration von 50 pM. Dieses Resultat bestatigt die Aussage von
Yamamoto et al. (1998) Uber die Wirksamkeit dieser Substanzen.

Der Einfluss der Gap junctions auf die Erhéhung der [Ca?*]; bei der Stimulation
der juxtaglomerularen Zellen mit ANG Il wurde durch die Experimente in
Kap. 3.5.5 untersucht. Waren die Zellen auf Ca*-lonen von Nachbarzellen

angewiesen, so miisste die Erhohung der [Ca®')

durch Blockade der Gap
junctions entweder im proximalen oder distalen reninpositiven Bereich
vermindert sein. In meinen Ergebnissen konnte die Reaktion der
juxtaglomerularen Zellen auf die Stimulation mit ANG Il durch
18B-Glycyrrhetinic Acid ortsabhangig nicht verandert werden. In beiden

Gruppen war jedoch die Erhdhung der [Ca?'];

unter 18B-Glycyrrhetinic Acid
signifikant gegenuber dem Kontrollpeak ohne Blockade der Gap junctions
verkleinert. Tachyphylaxie ware fur diese Beobachtung eine mogliche
Erklarung, wobei die beiden aufeinander folgenden Peaks durch die Erhdhung
der [Ca®']i unter 18B-Glycyrrhetinic Acid nur schwer zu vergleichen sind.
Experimente mit 1-Octanol wurden eingestellt. Unter Behandlung der Zellen mit
dieser Substanz fiel die Fluoreszenzintensitat bei beiden Wellenlangen auf 0
ab. Wahrscheinlich aufgrund der Lipophilie der Substanz in Verbindung mit
einer detergenten Wirkung wurde der Farbstoff Fura-2 aus den Zellen
ausgewaschen, die Messungen konnten dadurch nicht zu Ergebnissen fuhren.
Probleme bei der Interpretation der von mir gemessenen Ergebnisse stellt die
Tatsache dar, dass die Funktionsweise der Gap junctions-Inhibitoren bis dato
nicht vollstandig geklart ist. Vermutlich lagern sich die Substanzen in die
Zellmembran ein und interagieren mit den Connexinen, sodass diese eine
Konformationsanderung vollziehen und dadurch geschlossen werden (Davidson
und Baumgarten (1988)). Interaktionen mit weiteren lonenkanadlen sowie
toxische Effekte sind jedoch nicht ausgeschlossen und kdnnten daher ebenfalls

Erklarungen fur die von mir gemessenen Ergebnisse liefern.
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4.5 BKc.-Kandle und Kj-Kanale in juxtaglomeruldaren
Zellen und der Einfluss dieser Kanale bei der
Stimulation durch ANG Il

Ca**-aktivierte K*-Kanale wurden von Friis et al. (2003) in juxtaglomeruléren
Zellen der Rattenniere beschrieben. Diese Kanale verursachten einen
auswartsgerichteten K*-Strom, der die Zellen hyperpolarisiert. Eine Aktivierung
der Kanale geschieht durch eine Erhéhung der [Ca®*]; und durch Depolarisation
(Catterall et al. (2002)). TEA (5 mM) blockierte diese Kanale und fuhrte dadurch
zur Depolarisation der juxtaglomerularen Zellen um 21 mV (Friis et al. (2003)).
Eine solche Depolarisation kénnte zur Offnung von VOCC’s und zum Einstrom
von Ca®*-lonen filhren. In den von mir durchgefilhrten Experimenten des Kap.
3.2.4.1 wurde TEA in einer Konzentration von 10 mM eingesetzt. Es konnte
kein Anhaltspunkt fur eine Depolarisation mit anschlieRendem Einstrom von
Ca?*-lonen durch VOCC'’s in die juxtaglomeruldren Zellen der Rattenniere durch
TEA gefunden werden. Die Antwort dieser Zellen auf die Stimulation mit ANG I
wurde ebenfalls durch die Blockade von BKcs-Kanalen nicht beeinflusst. Eine
Depolarisation der Zellen durch TEA konnte in Experimenten mit
fluorometrischer Zellmembranpotentialmessung mit DIBAC4(3) ebenso nicht
beobachtet werden (s. Kap. 3.2.4.2). Im Gegensatz zu den Beobachtungen von
Friis et al. (2003) spielen in meiner Praparation BKc, sowie auch andere TEA-
empfindliche K'-Kanale keine Rolle. Ursache hierfir ist vermutlich der
unterschiedliche Zustand in dem sich die Zellen befinden. So haben meine
Zellen im Gewebeverband ein Membranpotential von ca. -60 mV im Gegensatz
zu den isolierten Zellen von Friis et al. (2003), die ein Membranpotential von
ca. — 30 mV aufwiesen.

Kurtz und Penner (1989) Dberichteten Uber einen abnormalen
einwartsgleichrichtenden K'-Strom (Ki;) in juxtaglomeruldren Zellen der
Mauseniere. Dieser Strom konnte durch ANG |l gehemmt werden und flhrte zur
Depolarisation der Zellen. Einen Ca*-Einstrom durch spannungsabhingige

Ca?*-Kanile konnten sie jedoch nicht feststellen. Leichtle et al. (2004)
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beschrieben Barium als einen potenten Inhibitor fur Kj2.x-Kanale der
juxtaglomerularen Zellen der Rattenniere und konnten eine reversible
Depolarisation dieser Zellen durch Bariumionen beobachten. Die in Kap. 3.2.5
beschriebenen Versuche der Blockade von Ki-2.x-Kanalen und der damit
erwarteten Depolarisation waren leider nicht erfolgreich. Bariumionen
beeinflussten den Farbstoff Fura-2, sodass eine Aussage Uber die [Ca®*]; nicht

moglich war. Diese Experimente wurden daraufhin eingestellit.
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5 Zusammenfassung

ANG Il verursacht einen Anstieg der [Ca?']; in reninsezernierenden Zellen und
verursacht eine Hemmung der Reninfreisetzung (Calciumparadoxon). Dieses
Ca2+-SignaI kann in zwei Phasen unterteilt werden: die erste Phase, die
Peakphase, st charakterisiert durch einen schnellen Anstieg mit
anschlieBendem schnellen Abfall der [Ca®']. Die zweite Phase, die
Plateauphase, schlie3t sich der Peakphase an und ist dadurch charakterisiert,

2], fallt erst nach

dass sich die [Ca®'], auf einem hohen Niveau halt. Die [Ca
Ausbleiben des ANG II-Stimulus wieder auf basale Werte ab. Die Ca?*-lonen
konnen aus zwei unterschiedlichen Kompartimenten in das Zytosol der Zellen
gelangen. Die beiden genannten Kompartimente sind der Extrazellularraum und
die intrazellularen Ca?*-Speicher. Fir den Einstrom von extrazelluldr sind
verschiedene lonenkanale beschrieben. Spannungsabhangige (VOCC’s),
Speicher-aktivierte (SOCC’s) und Rezeptor-aktivierte Ca?*-Kanale (ROCC’s)
konnen hierbei die Eintrittspforten darstellen. Intrazellulare Speicher werden
haupsachlich Uber den [Ps;-Signaltransduktionsweg entleert. Meine Arbeit
beschéftigte sich im Wesentlichen mit dem Ca?*-Einstrom durch VOCC'’s und
SOCC’s bei der Stimulation der reninsezernierenden Zellen der Rattenniere mit
ANG II. Eine Depolarisation der Zellen durch ANG Il findet zwar statt, ein
Ca?*-Einstrom durch Dihydropyridin-empfindliche VOCC’s ist jedoch weder fiir
die Peak- noch fir die Plateauphase verantwortlich. Durch die Blockade der
SOCC’s blieb in meinen Experimenten die Plateauphase vollstandig aus. Die
Peakphase dagegen blieb weiterhin erhalten. Der bereits in der Literatur
beschriebene Signaltransduktionsweg des Angiotensinrezeptors (AT,) Uber die
IP3;-Kaskade wird durch die von mir gemessenen Ergebnisse erganzt, sodass
eine Speicherentleerung durch Bindung von [P; am |Ps-Rezeptor des
endoplasmatischen Retikulums in die Wege geleitet wird. Ein bislang
unbekanntes Signal des endoplasmatischen Retikulums verursacht daraufhin
die Offnung von SOCC’s in der Zellmembran und somit einen Einstrom von

Ca®*-lonen in die reninsezernierenden Zellen von extrazelluldr. Zweck dieses
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Ca?*-Einstroms ist unter anderem die Wiederauffiillung der entleerten Speicher.
Obwohl im Falle des ANG II-Stimulus ein Ca**-Einstrom durch VOCC’s nicht
ursachlich ist, wurde eine Existenz dieser Kanale in juxtaglomerularen Zellen
der Rattenniere bereits beschrieben. In Ubereinstimmung damit fiihrte in
meinen Experimenten eine Depolarisation zu einer Erhéhung der [Ca2+]i. Unter
den depolarisierten Verhaltnissen war - wie bei der Blockade der SOCC’s -
keine Plateauphase mehr vorhanden, wohl aber eine Peakphase. Da Ca?*-
lonen eine regulatorische Funktion bei der Offnung von SOCC’s ibernehmen,
wurden madglicherweise, da die Zellen vor ANG II-Stimulation sowohl im
endoplasmatischen Retikulum als auch im Zytosol mit Ca®**-lonen durch die
Depolarisation reichlich beladen sind, die SOCC'’s nicht geotffnet.

Den cAMP-Signaltransduktionsweg habe ich ebenfalls untersucht. Unter
cAMP-erhdhenden Stimuli  konnte eine Erhdhung der [Ca*] in den
reninsezernierenden Zellen gemessen werden. Die beiden second messenger
[Ca®*], und CcAMP scheinen daher nebeneinander zu existieren und
regulatorische Gegenspieler zu sein, da Ca®*-lonen - wie oben bereits
beschrieben - inhibitorisch und cAMP  sekretionssteigernd  auf
reninsezernierende Zellen wirken. Welcher von diesen beiden Wegen einen
uberwiegenden Stellenwert in der Regulation der Reninsekretion einnimmt, ist
nicht abschlieBend geklart. Die von mir durchgefuhrten Untersuchungen
ergaben jedoch, dass weder die Proteinkinase A noch der Epac (cAMP-
regulierter Guaninnukleotid Austauschfaktor) - beide aktivieren in anderen
Modellsystemen die SOCC's - fur die Erhohung der [Ca®*]; verantwortlich sind.
Dieser Signaltransduktionsweg bleibt also unklar.

Da das RAAS auch in die Regulation der extrazellularen Osmolaritat involviert
ist, wurden zu dieser Thematik Untersuchungen in meiner Arbeit durchgeflihrt.
Angiotensin |l steigert die Aldosteronfreisetzung der Nebenniere und fuhrt
dadurch zur gesteigerten Na*-lonenriickresorption in der Niere. Dadurch erhoht
sich die extrazellulare Osmolaritat. Aus physiologischer Sicht ware eine
Hemmung der Reninsekretionsrate durch gesteigerte osmotische Verhaltnisse

des extrazellularen Kompartiments logisch zu erklaren und wurde bereits
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beschrieben. Die [Ca®*'], verhielt sich in den von mir durchgefiihrten
Experimenten jedoch reziprok zu dieser Erklarung. Unter hyperosmolaren
Verhaltnissen kam es zu keiner Veranderung der [Ca®"],, unter hypoosmolaren
Bedingungen stieg die [Ca®*] dagegen an. Unterschiedliche lonenkanale
konnten fur diesen Effekt verantwortlich sein. Stretch-aktivierte lonenkanale,
VOCC'’s, Volumen aktivierte oder Ca®*-aktivierte ClI'-Kanale wurden diskutiert,
wobei keiner dieser Kanale schliel3lich nachgewiesen werden konnte. Zur
Klarung dieser Fragestellungen waren weitere  Experimente  mit
Blockiersubstanzen fir die einzelnen Kanalklassen nétig.

Der juxtaglomerulare Apparat ist als komplette Einheit in die Regulation der
Reninsekretion mit einbezogen. Gap junctions dienen der Kommunikation der
Zellen untereinander. Die Anwendung der Blockersubstanzen dieser
Kommunikationswege  fiihrte zur  Steigerung der [Ca®*'] in den
reninsezernierenden Zellen. Unterschiedliche Vorgange konnten eine Erklarung
fur dieses Verhalten liefern. Alle Gap junctions-Blocker lagern sich aufgrund
ihrer lipophilen Eigenschaften in die Zellmembran ein. Hierdurch kdnnte die
Barrierefunktion der Zellmembran gestort werden und lonen bzw. auch Wasser
in die Zellen stromen, was zu einer Volumenanderung der Zelle mit Aktivierung
von beispielsweise stretch-aktivierten lonen-Kanalen fuhren wurde. Weiterhin
konnten auch unterschiedliche Signal- und Transportsysteme durch die
Wirkung der Substanzen direkt bzw. durch die Blockade der Gap junctions in
ihrer Funktion beeintrachtigt werden. Die Blockade der Gap junctions flhrte
nicht zu einer Veranderung des intrazelluldren Ca?*-Signals bei der Stimulation
der reninsezernierenden Zellen mit ANG Il. Funktionelle Gap junctions, z.B.
zwischen glatten Muskelzellen und den reninsezernierenden Zellen, sind also

nicht Voraussetzung fiir eine normale Ca®*-Erhéhung durch ANG |1.
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