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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Fur die Funktion eines Organismus ig die Konganthdtung seines inneren Milieus (= Wasser-
und Elekirolythaushdt) von entscheidender Bedeutung. Geingt es ihm  nicht, en
Gleichgewicht zwischen dem Velust lebensnotwendiger Substanzen (v.a. Wasser und darin
gdoste Elektrolyte) und deren Aufnéhme zu scheffen, ig er auf Dauer nicht |ebensféhig. Ein
groles Problem gdlt dabel die Auschedung von Stoffwechsdendprodukten dar, denn
einersats ig Wasser zur Ausschedung nétig, andererseits mu3 aber die Wasserabgabe so
wet wie moglich eingeschrankt werden. Dies gilt in erder Linie fir Landlebewesen wie den
Menschen, fir die Wasser oft en redriktives Element dargelt. Neben dem Verlusausgleich
durch die erneute Aufnahme von Wasser und Elektrolyten Uber die Nahrung haben vide
Organismen auch die Mdglichkeit durch besimmte Organe und Prozesse den Velust zu
reduzieeen Bem Menschen und anderen terrestrischen Lebewesen sand hiefir die Nieren
bzw. funktiondl verwandte Organe verantwortlich In den néchsen Abschnitten soll erlautert
werden, welche Faktoren fir die Funktion der menschlichen Niere ds Regulator des inneren

Milieus verantwortlich Snd.

1.1. Das Renin-Angiotensin-Aldoster on-System

Das Renin-Angiotenan-Aldosteron-System (RAAS; Abb.1.1) ist neben dem Sympathikus das
wichtigse Effektorsysem in der Regulation von Blutdruck und Saz- und Wasserhaushdlt
(Hackenthd, 1997). Es wird bel Abnahme des Plasmavolumens, einem Blutdruckabfdl, bei
Sdzentzug und bestimmten Formen der Hypertonie aktiviert, wobe es leztlich enen Andieg
des ateridlen Blutdrucks, des Herzminutenvolumens sowie der kardiden Vor- und Nachlast
bewirkt. Im folgenden sollen saine Komponenten sowie deren Zusammenwirken erlautert
werden.

Renin, en Glykoprotein mit enem Molekulargewicht zwischen 37 und 40 kDa und aus
340 Aminosauren bestehend, gehort zur Gruppe der Aspartyl-Proteasen. Es besitzt eine hohe
Spezifitdt gegenilber seinem einzigen bekannten Subdrat, dem hauptséchlich in der Leber
gebildeten  Glykoprotein  Angiotensnogen. Renin spdtet von  Angiotensnogen  das
Dekapeptid ANG | ab, von welchem eine weitere Protease (Angiotenan-Konversons- Enzym;
ACE) ein carboxyterminales Dipeptid abspatet und somit das hochaktive Oktapeptid ANG |1
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bildet. Der geschwindigkeitshestimmende Schritt in diesser Reektionskette wird durch Renin
katalysert, was auf die zentrae Ralle dieses Enzyms hinweis.

ANG I it das wichtigde Effektorpeptid des RAAS, weches ua direkt
vasokongtriktorisch wirkt, die Aktivitd des Sympahikus sowie die Na'-Riickresorption in
den Nierentubuli erhoht, die Reninsekretion inhibiert und die Synthese und Freisetzung von
Aldosteron aus der Nebennierenrinde stimuliert.

Das Minerdkortikoid Aldosteron bewirkt schliellich dne Erhéhung der Na'- und
Wasserriickresorption im digalen Nierentubulus und dartiber die Zunahme des extrazdluldren
Fliissigkeitsvolumens, sowie eine kompensatorische K™ - Ausscheidung.

Die Aktivitdé des RAAS wird hauptsachlich Uber die Sekretionsrate des Renins moduliert
(Hackentha, 1997), so dass dle Faktoren, die auf die Reninsekretion einwirken, Uber das
RAAS direkt oder indirekt auf den Blutdruck sowie das Wasser- und Elektrolytgleichgewicht
des ganzen Organismus Einflufd nehmen.

1.2. Lokalisation von Renin

Renin wird von meaplastisch umgewanddten glatten Muskezdlen (reninsezernierenden
Zdlen) gebildet (Abb.1.2), die hauptsichlich in der Media der afferenten aber auch der
efferenten Anteriole lokdidet snd, wobel die Anzahl der posiglomerul&ren reninpogtiven
Zdlen klein ig (Taugner et al., 1982; Hackenthd et al., 1990). Die afferenten Arteriolen, die
aus den Aa. interlobulares oder aus den Aa. arcuatae entspringen, Snd aus der Tunica intima
(ene Endothdzdlschicht + Elagtinschicht), der einschichtigen Tunica media und der Tunica
adventitia aufgebaut und konnen, aufgrund der dort anzutreffenden Zdlen, in enen
proximaen und enen digden Tel untergliedert werden. Im proximaen Abschnitt wird die
Media auschliedich von glaten Muskelzdlen gebildet, die ringformig den innen liegenden
Endothelschlauch umgeben, wogegen sch im disgden Abschnitt neben glatten Muskezdlen
noch die oben genannten reninsezermnierenden Zdlen befinden, die oft in mehreren Lagen
Ubereinander angeordnet snd (Gattone et al., 1984). Wenngleich die mesen
reninsezernierenden Zellen eine Art Manschette um den Pol der afferenten Arteriole bilden,
kann man se auch weiter proxima nachweisen (Buhrle et al., 1984). Beziiglich der Lange des
reninpogitiven Bereiches (= Anzahl der reninsezernierenden Zellen) der Arteriole gibt es nicht
nur Unterschiede zwischen Tieren verschiedener Arten oder zwischen Tieren ener A,

sondern sogar zwischen afferenten Arteriolen eines Tieres (Taugner et al., 1982; Bihrle et al.,
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Abb. 1.2: Schematischer Querschnitt durch ein Glomerulum.

Die granulierten reninsezernierenden Zellen (RSZ) sind in der Media der afferenten
Arteriole (aA) lokalisiert. Ihnen benachbart liegen glatte Muskelzellen (GMZ),
extraglomeruldre Mesangiumzellen (EGM) sowie die Macula Densa Zellen (MD),
welche am vaskuléaren Pol zwischen afferenter und efferenter Arteriole (eA) lokalisiert
sind (nach Kriz, 1998).



1984). Auch Uber die Zeit geschen ig die Anzahl der reninsezernierenden Zellen pro Arteriole
nicht kongant. So kann es ads Anpassung an sich andernde physiologische Bedingungen (z.B.
sdzame Nahrung) zu eng Umwandiung von weter proximad geegenen glaten
Muskdzdlen in reninsezernierende Zelen kommen (metaplasische Transformation; Cantin
et al., 1977), en Prozesss da auch umgekehrt ablaufen kann (metaplastische
Retrandformation; Hackenthd et al., 1990). Daraus wird deutlich, dass es zu jeder Zeit
intermedidre (telwese trandormierte) Zelen gibt, die hingchtlich ihrer  Morphologie und
Funktion zwischen glaten Muskdzdlen und voll entwickdten reninsezernierenden Zdlen
dehen (Hackenthd et al., 1990). Diese intermediden Zdlen snd wie die glatten
Muskdzdlen ringférmig um den Endothdschlauch angeordnet, bedtzen Myofilamente und
zusdizlich Reningranula Im Gegensstz dazu Snd die relativ plumpen reninsezernierenden
Zdlen mit zahlreichen Fortstizen versehen, weisen kaum Myofilamente auf, haben aber im
Cytoplasma vidle Reningranula eingelagert (Hackenthd et al., 1990).

1.3. Kontrolleder Reninsekretion

Die Mechanismen, die die Reninsskretion kontrollieren, kann man in dre  Ebenen
untergliedern, die physologische bzw. den Gesamtorganismus betreffende Ebene, die Ebene
der Botensoffe und Mediatoren und die auf zdluldrer Ebene wirksamen Faktoren. Die
Ubergéange zwischen der zweiten und dritten Ebene sind flief}end.

Zunéchat gibt es die physiologische Betrachtungsweise auf der Ebene des Gesamtorganismus,
auf der dret Mechanismen angrefen:

die rende sympathische Innervierung
der Barorezeptor-Mechanismus

der Macula Densa-Mechanismus.

Auf der daunterliegenden Ebene kann man solche Faktoren zusammenfassen, die ds
Botengtoffe und Mediatoren verwendet werden, wie

Angiotenan 1,

Adenosin,

NO sowie

Arachidonsiure und ihre Metabolite

10



Schlieldich gibt es noch die auf zdluldrer Ebene wirksamen Faktoren:
Ca2+,
Membranpotentid,
CAMP,
cGMP sowiedie
Osmoldlité.

Aus Grinden Klarhet sollen hier zundchst die letztgenannten Faktoren genauer diskutiert
werden, da die Wirkung dler anderen Faktoren und Mechanismen auf diese zuriickgehen.

1.3.1. Die Reninsekretion auf zellularer Ebene beeinflussende Faktoren

Cdcaum

Da die Cdcdum-Regulaionsmechanismen der reninsezernierenden Zdlen nur  unvollsténdig
bekannt snd (Befunde finden sch in den Abschnitten ,Membranpotentid“, S. 13; ,,cAMF’,
S. 18; ,Osmadité“, S. 20; ,ANG II“, S. 21; ,Adenosn‘, S. 23), soll an dieser Stelle
zunichs ein Uberblick Uber die wichtigsten Cacium-Regulationsmechanismen der  glatten
Muskelzdlen gegeben werden, aus denen dch die reninsezernierenden Zelen entwicken.
Diese Regulationsmechanismen lassen Sch untergliedern in:

Wege, auf denen Cdcium in die Zdle einstrémen kann,

Cddum-Pumpen und Transporter und

Cdcdum-Speicher.

Einer der Hauptwege, auf denen Cdcium aus dem Extrazdlul@raum Uber die
Plasmamembran in das Innere der Zdlen gdangen kann, wird durch die spannungsaktivierten
Cddum-Kande reprasentiert, wobel der sog. L-Typ Cadcum-Kand der wichtigste Vertreter
ig (Nilson, 1998 nach Neson et al.,, 1988). Diese Kande werden durch
Membrandepolarisationen  aktiviert und durch Cacium-Kanablocker (z.B. Dihydropyridine)
inaktiviert (Ubersicht: Hille, 1992), wobei auch andere Regulationsmechanismen beschrieben
snd (Uberscht: Karaki et al., 1997). Neben den spannungsaktivierten Cacium-Kanden gibt
es noch Rezeptor-gekoppelte nichtselektive Kaionenkande sowie den sogenannten ,,Cacium
release-activated cdcium channd“ (CRAC), die enen Eindrom von Cdcdum in das
Cytoplasma der glaten Muskdzellen erlauben (Ubersichten: Karaki et al., 1997; Nilsson,
1998).

11



Neben den Wegen, auf denen es zu einem Cdcdum-Einstrom kommen kann, gibt es auch
éne Rehe von Mechanismen, die die [C&']; af einem miglichst niedrigen Niveau halten,
wozu der Na'-Ca?*-Austauscher sowie Ca*-ATPasen gehdren. Ca?*-ATPasen finden sich
sowohl in der Membran des Sakoplasmatischen Retikulums (SR) ds auch in der
Plasmamembran (Wuytack et al., 1982), wo auch der Na'-Ca’*-Austauscher lokdisiert ist
(Raeymaekers et al., 1985). Bade Mechanigmen fihren normaderweise zu enem Cacium-
Auswértstransport, konnen aber unter gewissen Bedingungen die Trangportrichtung umkehren
(Na'-Ca?*-Austauscher) bzw. den Transport einstellen (Ca?*-ATPasen) und auf diese Weise
zu einem Anstieg der [Caf"]; fulhren (Ubersicht: Karaki et al., 1997).

Schligdich missen noch die intrazdluldren Speicher sowie die Mitochondrien erwahnt
werden, denen bel der Regulation der [C&']i ebenfdls eine wichtige Rolle zukommt. Der
wichtigge intrazdlulére Cacdum-Speicher in den glaten Muskdzdlen i das SR, in das
Ca’*-ATPasen standig Cdcium-lonen pumpen und auf diese Weise fir ene niedrige [C&'];
sorgen. Das im SR gespeichete Cdcium kann durch die Bindung von Agonisen an
metabotrope Rezeptoren und die dariiber erfolgende Bildung von IP; as auch tiber C&#* selbst
(Cdcunrinduziete Cdcium Freisstizung) freigesstzt werden. Hinschtlich  waeterer, die
Cdcdum-Fresstizung  induzierende  Aktivierungsmechanismen,  sowie  hingchtlich  der
Unterteilung des SR in verschiedene Kompartimente besteht zur Zeit noch Unklarheit, was
moglicherweise an gewebs oder artspezifischen Unterschieden beruht (Ubersicht: Karaki et
al.,, 1997). Im Gegensatz zum SR spiden die Mitochondrien unter normaen Bedingungen
wahrschenlich keine so grofie Rolle, was 9ch zum einen an dem GrolRenverhdtnis der beiden
Cdciumspeicher (SR : Mitochondrien) von 20:1 (Karaki et al., 1997), zum anderen auch bem
Vergleich der Affinitéten der Ca®*-ATPasen im SR sowie in der Mitochondrienmembran zeigt
(SR-Kn: 091 pM; Mitochondrium-Ky,: 7.1 uM; Karaki et al., 1997 nach Grover und Samson,
1986).

In den reninsezemnierenden Zellen hemmt en Angieg der [C&#']; die Reninsekretion,
wogegen bei sinkender [C&']; die Reninsekretion ansteigt, ein Phénomen, das ds
sogenanntes " Cacium-Paradox” sait langem bekannt it (Churchill, 1985 und 1990). Es gibt
zwel  Hypothesen, die die Wirkung des Cdciums auf die Reninsekretion zu erkldren
versuchen. Kurtz und Penner (1989) fanden in reninsezernierenden Zelen der Maus enen
Ca’*-aktivierten Chlorid-Ausstrom, welcher zu einer Abnahme der intrazdluldren Osmolditét
und 0 zu einem Schrumpfen der Zelen fihren konnte. Anderungen des Zelvolumens
wiederum haben Auswirkungen auf die Reninsekretion, wobel ein Schrumpfen der Zdlen die
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Reninsskretion inhibiert, wogegen en Anschwelen der Zdlen die Reninsekretion stimuliert
(Skott, 1988). Die Wirkungsweise dieses Mechanismus wird im Abschnitt “Osmolditét” (s
S.20) nédher erlautert.

Taugner et al. (1988) favoriseren eine andere Hypothese. Da dch reninsezernierende
Zdlen as glaten Muskdzdlen entwickedn und diessr Proze3 ahdngig vom
physologischem Zustand des Tieres, reverdbd i, gibt es auch Zdlen, die hingchtlich ihrer
Morphologie und ihres Verhdtens eine Zwischendufe ennehmen (Taugner et al., 1988; sa
Kapitd 1.2, S8). In diesen intermediden Zdlen dnd die Reningranula durch en dichtes
Mydfilamentnetzwerk von der Zdlmembran getrennt, welches mdglicheweise bei  Erhdhung
der [Ca®]; kontrahiert, das Verschmelzen der Granula mit der Plasmamembran unterbindet
und so die Reninsekretion aus diesen Zdlen inhibiert (Taugner et al., 1988).

Die inverse Beziehung zwischen der [C&']i und der Reninsekretion wird unter anderem
durch Messungen von Della Bruna et al. (1995) bestétigt, die bei Erhohung der [C&?*]o von 0
mM auf 3 mM Uber eine Stunde eine Inhibition der Reninsekretion beobachteten, sowie durch
Messungen von Sosath (1999), die in isolierten reninsezernierenden Zdlen bel Reduktion des
extrazdlul&ren Caciums von 2 mM af O mM (nomind frede Caddum-Ldsung) enen
donifikanten Angieg der Reninsskretion fedsdite In diessem  Zusammenhang  muli
angemerkt werden, dald Schricker et al. (1993) an isolierten reninsezernierenden Zelen zwar
ebenfdls beobachteten, dal} eine erhbhte [C&'], die Reninsskretion inhibierte, gleichzeitig
aber fesgdlten, dald die Inhibition nach 1-3 h schwécher wurde und sich schlieflich in eine
Simulation umkehrte. Die Autoren vermuten, da? die Cdcium-induzierte Inhibition der
Reninsekretion moglichewese en indirekter Effekt i und nur einen darunterliegenden
gtimulatorischen Effekt Uberdeckt (Schricker et al., 1993).

Membranpotentia

In reninsezernierenden Zelen i das Membranpotentid besonders im Zusammenhang mit der
[Ca&']; von besonderer Bedeutung (s. Abschnitt ,Cacium®, S. 11), wobel an dieser Stelle
auch auf die umgekehrte Beziehung hingewiesen werden mul3. Es wurde gezeigt, dal3 ene
Erhdhung der [Ca’']; gleichzeitig die reninsezernierenden Zellen depolarisiert, was auf das
Vorhandensen von Cddum-abhangigen Chlorid-Kanden hindeutet (Kurtz und Penner,
1989). Bel Offnung diesr Kande kommt es zu einem Chlorid-Ausstrom, da das Chlorid-
Gleichgewichtspotentid  positiver ist, ds das Membranpotentid (Eq in glaten Muskelzdlen
zw. —30 und -6 mV, Large und Wang, 1996 nach Aickin, 1990; E, S. 14). Dazu kommt, dal3
die reninsezernierenden Zellen sowohl mit den glatten Muskezdlen ds auch mit den EGM

13



und den Endothezedlen Uber ggp junctions verbunden snd (Lorenz et al., 1993 nach
Forssman und Taugner, 1977; Hackenthd et al. 1990 nach Taugner et al., 1984), was eine
dake dektrische Kopplung zwischen diesen Zdlen nach  dch  zieht, wie in
Kapazitdtsmessungen gezeigt werden konnte (Kurtz und Penner, 1989; Russ et al., 1999).
Dies bedeutet, dal? einersdits das Membranpotential immer mit der [C&f*]; verbunden ist und
man anderersaits ohne die gap junctions zu entkoppeln nie dcher san kann, ob die
beobachtete Reaktion der reninsezernierenden Zellen direkt oder indirekt verursacht wurde.

Das Membranpotentid der reninsezernierenden Zdlen (-35 und —70 mV, Fishman, 1976; -
55 mV, Bihrle et al., 1984; -58 mV, Bihrle et al., 1985; -62 mV, Kurtz und Penner, 1989; -
69 mV, Kurtz und Penner, 1990; -61 mV Russ et al., 1999) kann in zwel Richtungen geéndert
werden, depolariserend und hyperpolariserend.

Ein depolaiserender Stimulus  is¢ zB. die Erhthung de  extrazdluldren
Kdiumkonzentration, was von Fishman (1976) sowie von Kurtz et al. (1990) an
reninsezernierenden Zdlen der Maus durchgefihrt wurde. Pardld zur Depolarisation erfolgt
be Erhohung der [K'], €ne Inhibition der Reninsskretion, was an isolierten, perfundierten
Nieren aus der Raite sowie in Nierenschnitten aus dem Schwein, dem Hund und der Rette
gezeigt werden konnte (Ubersicht in Churchill, 1985). Diese Effekte waren von enem
Cdcum-Eindrom abhdngig und durch Blocker spannungsaktivierter Cdcium-Kande zu
inhibieren (Park et al., 1981; Ginesi et al., 1983; Ubersicht in Churchill, 1995).

Neben der Erhdhung der [K™], fulhrt auch die Gabe von vasokonstriktiven Agonisten wie
zB. Adrendin, Noradrendin und Angiotensan 1l zur Depolarisation der reninsezernierenden
Zdlen, was u.a. von Blhrle et al.(1984, 1985 und 1986) sowie von Kurtz und Penner (1989)
gezeigt werden konnte. Gabe von ANG II, Arginin-Vasopressin oder Noradrenain fihrt
neben der Membrandepolarisation gleichzetig zu ener Inhibition der Reninsekretion (Buhrle
et al.,, 1986). In weteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass vasokondriktorische
Subgtanzen wie z.B. ANG Il neben dem depolariserenden Effekt auf das Membranpotentid
gleichzeitig eine Erhdhung der [C&']i in reninsezernierenden Zdlen hervorrufen (Kurtz et al.,
1986; Kurtz und Penner, 1989; Gonzaes et al., 1992; s Abschnitt ,ANG I1“, S. 21), und dal3
die beobachteten Effekte auf die Reninsekretion durch gleichzatige Gabe enes Cddum-
Kanalblockers (10° M Vergpamil) zu inhibieren war (Kurtz et al., 1986; Kurtz, 1989). Da
dne Membrandepolarisation in der Regel mit enem Ansieg der [C&'])i verbunden ist, ist
zZt. noch unklar ob es enen direkten Einflul ener Depolarisaion auf die Reninsekretion
gibt.
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Neben den depolariserenden Stimuli gibt es auch solche, die die Plasmamembran der
Zdlen hyperpolariseren.  Grundsdtzlich kann man zB. durch Aktivierung der Na'-K*-
ATPase enen vermehrten Auswartstransport von Na© induzieren, was aufgrund des Netto
Auswértstransportes einer positiven Ladung (3Na™ gegen 2K") zu einer Hyperpolarisation
fuhrt (Dudel, 1995).

Fur reninsezernierende Zelen beschrieb Fishman (1976), dass Gabe des bi-Agonisen
Adrendin ene Hyperpolarisation hervorrief, jedoch konnte diese Beobachtung von anderen
nicht wiederholt werden (Buhrle et al., 1986). Weiterhin kommt es bel der Stimulaion von
b1-Rezeptoren zur Bildung von cAMP (s. Abschnitt ,cAMP*, S 18), so dass die glechzatig
beobachtete Stimulation der Reninsekretion nicht auf  enen direkten Effekt  des
Membranpotentials auf die Reninsekretion zuriickgehen muf3,

Als welterer hyperpolariserender Stimulus wirken die Katp-Kandoffner, die bel Bindung
an den ATP-sendtiven Kdium-Kanal dessen Offnungswahrscheinlichkeit erhthen, wodurch
Kdium entlang seines dektrochemischen Gradienten aus der Zdle stromt, was zu der
beobachteten Hyperpolarisation der Zdlen fuhrt (Ashcroft und Ashcroft, 1990; Quast, 1995
und 1996). Dies konnte an isolieten Glomeruli der Ratte auch durch eektrophysiologische
Untersuchungen (current clamp) bestétigt werden, in denen LCRK (1 uM) die Zdlen um rund
10 mV hyperpolariserte (Russ et al., 1999). Bedtétigt wird dies auch durch Beobachtungen
von Holevinky et al. (1994), die in A10 Zdlen, ener glaitmuskuléren Zdlinie, ba Gabe des
Katp-Kanatffners U83757 (= P1075) eine Hyperpolarisation feststdlten. Auch in isolierten
Kapillaren des Meerschweinchenherzens (Langheinrich und Daut, 1997) sowie in kultivierten
glatten Muskelzdlen der Hanrohre des Meerschweinchens (Gopdakrishnan et al., 1999)
konnte durch Gabe veschiedenser Katp-Kanddffner (z.B. P1075, PFinacidil) ene
konzentrationsabhéngige Hyperpolarisation beobachtet werden. Neben dem Effekt auf das
Membranpotential  beobachteten Ferrier et al. (1989) ba Gabe des Katp-Kandoffners
Cromakdim ene konzentrationsabhéngige Stimulation der Reninsskretion in gesunden
Probanden, sowie an isolierten reninsezernierenden Zellen der Ratte. Dies konnte durch
Untersuchungen von Jensen et al. (1998) und Valon et al. (1998) an isolierten
reninsezernierenden Zelen der Ratte sowie von Jensen et al. (1998) an isolierten afferenten
Arteriolen und an pefundierten Nieren der Ratte bestétigt werden, in denen die Katp-
Kana6ffner Cromakaim bzw. P1075 die Reninsekretion stimulierten.

Im Gegensatz zu den Katp-Kandoffnern bewirken Substanzen wie GBC, das zur Gruppe
der Sulfonylharngtoffe gehért, die Inhibition des Katp-Kanas. Sie binden an eine von der/den
Offnerbindungsstelle/n  verschiedene  Bindungsstelle, welche mit diesar/n negativ - dlogterisch
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gekoppelt ist (Bray und Quast, 1992). Gabe des Katp-Kanablockers GBC fihrt bel
gedffneten Katp-Kandlen zu  e@ner  Repolaisgion der Membran  zurick  zum
Ausgangspotentid; Gabe von GBC dleine oder gleichzeitig mit LCRK bewirkt i.d.R. kene
Anderung des Membranpotentials, was auch durch dektrophysiologische Experimente an
isolieten Glomeruli der Ratte bedtédigt werden konnte (Russ et al., 1999). Weiterhin konnte
die durch U83757 in A10 Zdlen (Holevinsky et al., 1994), sowie die in isolierten Kapillaren
des Mearschweinchenherzens (Langheinrich und Daut, 1997) und die an glatten Muskdzdlen
der Harnréhre des Meerschweinchens (Gopalakrishnan et al., 1999) durch Gabe enes
Kand6ffners  hervorgerufene  Hyperpolarisation durch  Applikation des Katp-Kanablockers
GBC umgekehrt werden. Ebenso wie die Katp-Kanadffner haben Katp-Kanadblocker enen
Effekt auf die Reninsekretion, was von Linseman et al. (1995) gezeigt werden konnte. In
deren  Untersuchungen konnte durch Gabe des Katp-Kanablockers Glyburid die
Reninsskretion in Primérkulturen von reninsezernierenden Zelen der Maus inhibiert werden,
wobel jedoch kein eektrophysiologischer Nachweis des Kanablocks erbracht werden konnte
(Linseman et al., 1995). Waeterhin konnten auch Jensen et al. (1998) an isolierten
reninsezemnierenden Zdlen, an  isolieten  afferenten  Arnteridlen sowie  an  isolierten
pefundieten Nieren der Ratte zeigen, dass der Karp-Kandblocker Glibencdamid die
Reninsekretion inhibierte.

Die durch Katp-Kanaddffner hervorgerufenen Membranhyperpolarisationen  haben aber
madglicherweise genau wie die durch Gabe von bi-Agonisen ausgeésten Hyperpolarisationen
und die durch zB. Vasokondriktoren ausgeosten Depolarisationen auch keinen direkten
Effekt auf die Reninsskretion (Abb.3). In  Untersuchungen an Myocyten der
Mesenteridarterie des Kaninchens konnte gezdgt werden, dass es bei Gabe der Katp-
Kandoffner Pinacidil und LCRK zu dner konzentrationssbhangigen Abnahme der [C&'];
unter Ruhebedingungen (Ito et al., 1991; Itoh et al., 1992) sowie unter Stimulation mit
Noradrendin (Ito et al., 1991; Itoh et al., 1992; Yamagishi et al., 1992) kommt. Dies konnte
zum enen auf die Aktivierung des Natrium-Cacum-Augtauschers zuriickzufihren sein, der
in Zdlen der aferenten Arteriole des Kaninchens (Fowler et al., 1996) sowie der Ratte
(Nelson et al., 1999) bereits charakterisert wurde und/oder auf die geringere Aktivierung
goannungssendtiver  Cdcdum-Kandle sowie die Hemmung der IPs-Synthese durch die
Hyperpolarisation (Quast, 1993). Letzteres flhrt zu ener geringeren Freisetzung von Cacium
aus intrazdlul&en Speichen und damit zu ener Reduktion des Cacium-Andiegs. Welterhin
konnte es durch die Hyperpolaristion auch zu ener Zunahme der Konzentration an

membrangebundenem C&* kommen, was die Menge an freien Cacium-lonen ebenfdls
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verringern wirde (Quast, 1993). Unter Bezugnahme auf die Stimulation der Reninsekretion
durch Katp-Kandoffner (so) sowie den Effekt dieser Substanzen auf [C&']i wurde die
Hypothese geduRert, dal} die Offner-induzierte Hyperpolarisstion zu einem Abfal der [C&'];
in reninsezermierenden Zdlen fihrt und darlber die Reninsekretion simuliert (Osswald und
Quast, 1995). Die inverse Beziehung zwischen Cacium und der Reninsekretion wurde bereits
beschrieben (s. S. 11).

K-Kanaloffner
/6
— Hyperpolarisatione——
o~ Flaen <
A
\»O
\ 4
VOCC e
, ca” cat' (O CRAC .
ca” > ; < ca”
Speicher
/,"\ T
o) P,
ca Ca™ Ca”
—> @ *@/ Rezeptor
s
3Na’ Agonist

Abb. 1.3: Effekte der Katp-Kanaltffner.

Die durch die Offner induzierte Hyperpolarisation inhibiert die Offnung
spannungsaktivierter Calcium-Kanédle (VOCC), inhibiert die Agonisten-induzierte
Freisetzung von Ca®" aus intrazelluldren Speichern durch Hemmung der IPs-
Synthese und reduziert die Calcium-Sernsitivitdt der kontraktilen Elemente. Der
gesteigerte Calcium-Auswartstransport (iber den Na*-Ca?*-Austauscher sowie die
vermehrte Bindung von Ca®* an der Innenseite der Membran sind weitere denkbare
Konsequenzen der Hyperpolarisation. Weiterhin inhibieren die Karp-Kanaloffner das
Nachfullen der intrazellularen Speicher Uber den kapazitativen Calcium-Einstrom
(CRAC) (modifiziert nach Quast, 1993).

17



cAMP

In den reninsezermnierenden Zelen gdlt cAMP enen wichtigen second messenger dar,
welcher die Reninsekretion stimuliet (Ubersicht: Hackenthal et al., 1990). Moglicherweise
werden durch cAMP Ca*-ATPasen simuliet, was einen vermehrten Caldiumefflux und
damit ene Abnahme der [C&']i zur Folge héte (Churchill, 1995). Weiterhin gibt es
Hinwelse, dald CAMP in der glaten Gefd3muskulatur die Natrium-Kdium-ATPase aktiviert,
was aufgrund der dadurch ausgddsten Hyperpolarisation enen  vermehrten  Cacium
Auswértdrangport  Uber den Natrium-Caddum-Audauscher zur  Folge héite und  somit
ebenfdls ene Abnahme der [Caf']; nach sich ziehen wiirde (Churchill, 1995). Die [C&']; ist
mit der Reninsekretion invers verknipft, was im ersen Abschnitt (s. S.11) néher erlautert
wurde.

Eine andere Moglichkeit, wie cCAMP die Sekretion beeinflussen kann, wird von Rengtrom
et al. (1997) aufgrund von Untersuchungen an B-Zdlen der Maus vorgeschlagen. Se
vermuten, dal3d cAMP auf einem noch unbekannten Weg die Mobiliserung der Insulingranula
in B-Zdlen dimuliet und/oder die Veflgbarket der Granula erhdht, welche durch
Exozytose frezusetzen snd. Gleichzeitig zeigen de, dass diesser cCAMP-Effekt nicht von
einem Angtieg der [C&’*];, wohl aber von der Anwesenheit von intrazelluldrem Ca* abhangig
i (Rendrom et al., 1997). Aus diesem Grund vermuten Se, dass der cAMP-abhéangige
Schritt direkt vor dem Cacium regulierten Schritt der Exozytose dattfindet (Renstrém et al.,
1997), eine Hypothese, die auch von Fujita-Yoshigaki (1998) fur Zellen der Ohrspeichedriise
vorgeschlagen wird.

Die Synthese von CcAMP aus ATP efolgt durch das Enzym Adenylatzyklase.
Dementsprechend  konnten Schwertschlag und Hackenthd (1982) an isolierten, perfundierten
Rattennieren unter Verwendung des Adenylatzyklasesktivators Forskolin zeigen, da3 107 M
bzw. 10® M Forskolin die Reninsskretion stimulierte. Della Bruna et al. (1991) konnten in
isolierten  reninsezernierenden  Zelen durch Gabe von 10° M Forskolin ebenfdls dne
sgnifikante Steigerung der Reninsekretion beobachten.

Eine in diesam Zusammenhang interessante Beobachtung stammt von Friis et al. (1999),
die in isolierten reninsezernierenden Zellen der Maus bei Verwendung von 10° M Forskolin
ene Abnahme der Membrankapazitd (C.), weche en Mal3 fir die Membranflache der
Zdlen ig, festgdlten Kommt es bel der Exozytose (Reninsekretion) zur Verschmezung von
Veskdn bzw. Granula mit der Zdlmembran, so nimmt die Membranfliche und damit auch
die Membrankapazitét zu, bel endozytotischen Vorgdngen kehrt sch diessr Prozel3 um. Die
gemessene Abnahme der Membrankepazitét steht dso zunéchst im Widerspruch zu der von
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Schwertschlag und Hackenthd (1982) sowie von Dela Bruna et al. (1991) beobachteten
Stimulation der Reninsekretion;  dlerdings konnte de auch as Nettoergebnis  einer
gechzeatig ablaufenden Exo- und Endozytose angesehen werden, wobel die Endozytose
Uberwiegen wirde (Friis et al., 1999). Nach dieser Interpretation konnte also trotz der
gemessenen Abnahme der Membrankapazitét eine gedteigerte Sekretion dattfinden, was mit
den oben ewdhnten Beobachtungen von Schwertschlag und Hackenthd (1982) sowie von
DdlaBrunaet al. (1991) Ubereingtimmen wirde.

Die Hydrolyse von cAMP zu AMP wird von PDE's kataysert, welche auf diesem Weg
die Reninsskretion inhibieren. Der PDE-Inhibitor IBMX fuhrt somit zur Erhdhung der
[CAMP]; und vergéarkt auf diese Weise den simulierenden Einfluld dieses second messengers,
was unter Vewendung ener Kombination von 10 pM Forskolin + 100 pM IBMX an
isolierten reninsezernierenden Zedllen der Ratte gezeigt werden konnte (Sosath, 1999).

cGMP und NO

Da die Regulation der Reninsekretion Uber cGMP nur im Zusamenhang mit der Regulation
durch NO gesehen werden kann, soll an diesr Stdle auf beide Mediatoren eingegangen
werden.

In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dald NO die Reninsekretion
beeinflussen kann, wobe es unter Normabedingungen ein Stimulator der Reninsekretion it
(Kurtz und Wagner, 1998). Die am bekannteste intrazdlulae Wirkung von NO ig die
Simulation der lodichen Guanylazyklase, was zur Bildung von ¢cGMP und damit zu enem
Angtieg der cGMP-Konzentration in den Zdlen fuhrt (Kurtz und Wagner, 1998 nach Ignarro,
1989). cGMP wiederum inhibiert die cGMP-abhéngige Phosphodiesterase- (PDE-) 3 (Beavo,
1995; Dousa, 1999), en Enzym, dessen Expresson in renden Gefdlien von Reinhardt et al.
(1995) nachgewiesen werden konnte. Durch Inhibition von PDE-3 kommt es zu enem
verringerten Abbau von cAMP (Dousa, 1999 nach Beavo, 1995), dessen stimulatorische
Wirkung auf die Reninsekretion im vorigen Abschnitt erl&utert wurde. Indirekte Befunde,
wonach Inhibitoren der PDE-3 wie Milrinon und Trequindn den renden Pefusondiul3
deigerten und damit den gleichen Effekt wie NO hervorriefen, weisen ebenfdls auf auf ene
Rolle dieser PDE und damit auf den cAMP-Weg hin (Kurtz et al., 2000). Daneben konnte die
vermehrte Bildung von cGMP auch zur Aktivierung von cGMP-abhdngigen Proteinkinasen
(GK) und dartiber zur Phosphorylierung des Proteins IRAG (IP3-Rezeptor assoziiertes GK-
Subgrat) fuhren, was zur Inhibition der IPs-induzieten Cacdum-Fresgtzung aus
intrazdluléren Speichern fihrt. Diese Signdkaskade konnte durch Untersuchungen an glatten
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Muskelzdlen sowie an trandizieten COS-Zdlen aufgeklat werden und wird ds en
moglicher Mechanismus zur Reduktion von [C&']i und des Tonus in glaten Muskelzdlen
angesehen (Schlossmann et al., 2000). Auf die inverse Beziehung zwischen [C&*]i und der
Reninsekretion wurde bereits eingegangen (S. 11).

Daneben beschreiben Ddla Bruna et al. (1991), Gambaryan et al. (1998) sowie Kurtz und
Wagner (1998) aber auch enen inhibitorischen Effekt von NO auf die Reninsekretion, der
normaeweise  durch die cAMP  vemittdte Stimulation  Ubertroffen  wird.  Dieser
inhibitorische Weg geht ebenfdls auf die Aktivierung von cGMP-abhéngigen Proteinkinasen
(GK) zurlick, was auf enem dlerdings noch unbekannten Weg die Reninsskretion hemmt
und moglicherweise nur unter bestimmten Bedingungen (z.B. erhthte [C&'];) zu beobachten
i (Kurtz und Wagner, 1998). Inhibitoren der G-Kinasen versakten in Experimenten an
iolierten  perfundierten Rettennieren  die gimulatorischen Effekte des NO-Donors SNP
(sodium nitroprussd = Natriumnitroprussat), was auf die Stimulation Uber den oben
beschriebenen CAMP-Weg hindeutet (Kurtz et al., 1998).

Neben diesen Befunden konnte sowohl durch histochemische ds auch durch
molekularbiologische Techniken (in dStu  Hybridiserung, RT-PCR) gezeigt werden, dass
grol3e Mengen des Enzyms NO-Synthase in MD-Zdlen sowie in glatten Muskdzdlen und
reninsezernierenden Zellen vorhanden sind, was ds Hinwels auf die Verwendung von NO als
Mediator gelten kann (Lorenz et al., 1993).

Osmoldlitét

Es wurde bereits erwédhnt, da? Anderungen der Osmolditd der extrazdlularen Losung
Auswirkungen auf die Reninsekretion haben (s. Abschnitt ,Cdcium®, S. 11). An dieser Stelle
sollen nun die dahinterstehenden Prozesse néher erlautert werden.

Ein Schwellen der reninsezernierenden  Zdlen, verursacht durch eine  hypoosmolde
extrazdlulde Losung, ziet en  Anschwdlen de Reningranula  Fuson  zwischen
benachbarten Granula sowie zwischen Granula und der Plasmamembran nach sch und
deigert auf diese Weise die Reninsekretion (Skott, 1988). Das Anschwelen der Granula be
der Exozytose schent ein ubiquitdres Phéanomen zu sain, welches in ener Vidzah von
Praparaten beobachtet wurde (Skott, 1988). Ungeklart ist dabei nur die Frage, ob das
Anschwdlen der Granula ene Voraussstzung fir die Fuson mit der Plasmamembran i oder
ob die Fuson mit der Plasmamembran enen Eindrom von Extrazdlul&lésung in die Granula
ermdglicht und das folgende Anschwellen bel der Auschwemmung des Inhdtes der Granula
eine Rolle spidt (Skott, 19388).
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Umgekehrt verhindert ein Schrumpfen der Zdlen, verursscht durch eine hyperosmolde
extrazdlulae Losung, das Schwellen der Granula, deren Fuson mit der Plasmamembran und
inhibiert so die Reninsekretion (Skott, 1988). Durch Applikation von 30 mM Sucrose konnten
z. B. Jensen und Skott (1993) an Glomerula der Ratte mit anhdngenden reninsezernierenden
Zdlen die Reninsekretion inhibieren. Schricker und Kurtz (1995) beschrieben den gleichen
Effekt ba Applikation von 100 mM Sucrose an isolieten reninsezernierenden Zdlen der
Maus.

Auf die genauen Mechanigmen die durch Schwelen oder Schrumpfen der Zdlen
gingdeitet werden und die von Anderungen der Protein-Protein-Wechsawirkungen  tber
Anderungen des intrazdlulZren pH, der intrazdluldren  lonenkonzentrationen und  vom
Protein-Phosphorylierungsgrad  bis  hin zur  Genregulation gehen, wird hier  nicht  néher
eingegangen (Ubersicht: Lang et al., 1998).

1.3.2. Die Reninsekretion beeinflussende Botenstoffe und Mediatoren

ANG I

Das ene Injektion von ANG Il die Reninsskretion inhibiert, konnte bereits 1965 von Vander
und Gedhoed an intakten Tieren gezeigt werden. Der gleiche Effekt konnte von Naftilan und
Oparil an Nierenschnitten von Ratten gezeigt werden (1978) und wurde u.a. von Scholz et al.
(1991) durch Messungen an isolieten perfundierten Rattennieren sowie von Sosath (1999)
durch Messungen an isolierten reninsezernierenden Zellen der Ratte bestétigt.

ANG Il entfdtet seine inhibitorische Wirkung auf die Reninsekretion Uber Bindung an
AT;i-Rezeptoren (Kakinuma et al., 1993), wobel es sch um enen metabotropen, G-Protein
gekoppelten Rezeptor handelt. Der AT.-Rezeptor ist Uber ein G-Protein aus der Gg/Gyi-
Familie aktivierend an die Phospholipase C (PLC) gekoppelt, welche Uber die Bildung von
IP; enen transenten Anstieg der [Ca&']; (Peak-Phase) hervorruft (Timmermanns et al., 1993
nach Griendling et al., 1989). In reninsezernierenden Zdlen der Maus wird dieser trandente
Cdaum-Angieg von einem mdglicheweise ebenfdls IP; abhéngigen Cacum-Eindrom aus
dem Extrazdlularaum (PlateauPhase) gefolgt, was unter Verwendung von Cacum-freiem
Puffer gezeigt werden konnte, da in diesem Fdl nur die Pesk-Phase zu beobachten war (Kurtz
und Penner, 1989). Das es bei Gabe von ANG |l zu énem Anstieg der [C&*]; kommt, wurde
auch fur isoliete perfundierte afferente Arteriolen des Kaninchens (Gonzdes et al., 1992)
beschrieben.
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Uber welchen Weg der Cacium-Eingrom (Plateau-Phase) erfolgt ist noch nicht geklart.
Kutz und Pemner konnten in  reninsezemnierenden Zdlen der Maus  kene
goannungsaktivierten  Cacdum-Kande nachweisen und  diskutieren  ene  ungpezifische
Kaionenlatféhigkeit der Membran ds Ursache fir die PatearPhase (1989). Daneben
kommt es bel Gabe von ANG Il aber auch zu einer Depolarisation der Zdlen, die durch
Shliglen von Kdium-Kandlen vom  enwérts-gleichrichtenden  Typ (Ki) und durch
Anschdten enes Cdcium-abhdngigen Chlorid-Auswartsstroms  hervorgerufen  wird  (Kurtz
und Penner, 1989). Diese Depolarisation konnte zur Offnung spannungsektivierter Calcium-
Kandle fuhren und somit zum beobachteten Cacium-Einsrom. Dies wird durch Befunde von
Kornfeld et al. (1997) bedtétigt, die in isolieten Glomerula des Kaninchens mit anhdngender
afferenter Arteriole bei Applikation von 1*10% M ANG Il dnen Angtieg der [C&™;
beobachteten, der bel gleichzetiger Gabe von Nifedipin, einem Blocker spannungsaktivierter
Cdcdum-Kandle, im Bereich der reninsezernierenden Zdlen vollsandig zu inhibieren war.
Dieses Ergebnis steht aber im Widerspruch zu den oben beschriebenen Beobachtungen, nach
denen zumindest der IPs-induzierte Andieg immer noch zu sehen sein milde, wecher durch
Nifedipin nicht inhibierber it (s. zB. Seler et al., 1987; Paade et al., 1989).

Nach neueren Erkenntnissen ig der Flllungszustand der intrazdluldren  |Ps-sengtiven
Cddum-Speicher der Auddser fir einen Cacium-Einstrom Uber die Plasmamembran, der
Uber sogenannte ,,Cacium reease-activated cdcium channds' (CRAC) efolgen soll (Parekh
und Penner, 1997). Das Konzept dieses kapazitativen Cacium-Eingroms war von Cadteds
und Droogmans (1981) vorgeschlagen worden und wurde von Putney (1990) durch
Untersuchungen an nicht erregbaren Zelen belegt und welter verbessert. Mittlerwelle gibt es
auch Hinweise, dass diessr Mechanismus auch in glatten Muskdzdlen der afferenten
Arteriole der Ratte nach Entleeren des IPs-sendtiven Speichers eine Rolle spidt, wie Fdiner
und Arendshorst (1999) zeigen konnten. Auf welchem Signdweg das Entleeren der
intrazdlulden Speicher zu enem Eingrom fuhrt i noch nicht bekannt. Es gibt verschiedene
Modele, nach denen es entweder einen direkten Kontakt zwischen dem Speicher und der
Plasmamembran gibt (Parekh und Penner, 1997 nach Irving, 1990) oder aber en
intermedi&res Signd podtuliert wird, welches wiederum direkt oder indirekt die Kandle in der
Plasmamembran aktivieren konnte (Ubersicht in: Parekh und Penner, 1997). Der molekulare
Aufbau und die Struktur des Kands it noch nicht geklart, jedoch gibt es Hinweise auf ene
madgliche funktiondle Vewandischaft zur Familie der Rezeptor-gekoppelten TRP-Kande
(Maet al., 2000).
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Adenosin

Gabe von Adenosin fuhrt zur Inhibition der Reninsekretion, was direkt (Osswald et al., 1978)
sowie durch Expeimente mit dem Adenosn Ai-Rezeptor-Agonisten CHA  (N°-
cyclohexyladenosn) bestétigt werden konnte Kurtz et al., 1988; Lorenz et al., 1993; Albinus
et al., 1998). Ba Verwendung des A;-Antagonisen CPX, DPCPX oder Theophyllin konnte
dieser Effekt inhibiet werden, was zu einer Stimulation der Reninsekretion fuhrte (Kurtz et
al., 1988; Lorenz et al., 1993; Albinus et al., 1998). Adenosn entfdtet seine Wirkung Uber
Bindung an Ai-Rezeptoren, die Uber inhibitorische G-Proteine der Gjo-Familie hemmend an
die Adenylaizyklase gekoppelt snd und so die Bildung von cAMP inhibieren (Oberdisse,
1997; Raevic und Burnstock, 1998).

En weiterer fir rende Zdlen beschriebener Mechanismus, der moglicheweise an der
Sgnadwaeiterleétung nach Bindung von Adenosn an den Ai-Rezeptor beteligt sein konnte, ist
die Aktivierung der Phospholipase C, was zur Hydrolyse von Phosphatidylinostol 4,5
bisphosphat (PIP,) zu Diacylglycerol (DAG) und Inostol 1,4,5-trisphosphat (1Ps) fuhrt.
Letzteres bewirkt schligdich die Fresstzung von Cdcum aus intrazdlul&en Spechern
(Churchill, 1990), was einen transenten Anstieg der [C&']i hevorruft (Relevic und
Burnstock, 1998). Diesr Signaweg wurde sowohl fir glatte Muskdzdlen ds auch fir rende
Zdlen beschrieben (Ralevic und Burngtock, 1998 nach Gerwins und Fredholm, 1992 bzw.
nach Weinberg et al., 1989).

Es mul3 angemerkt werden, dass in enigen Experimenten Adenosn nur in  hohen
Konzentrationen und in Gegenwat des Adenosindesaminasainhibitors Pentogtatin wirksam
war, weshdb ihm von enigen Autoren keine Hauptrolle bel der Signdibertragung
zugesprochen wird (Lorenz et al., 1993). Ungeklart ist auch noch, ob zwischen Adenosin und
ANG Il ene syneqgidische Wirkung beziiglich der Reninsekretion besteht, wie de fur die
Vasokondriktion nachgewiesen wurde (Weihprecht et al., 1994). Weterhin konnte die
Tatsache ene Role spiden, dass Adenosn die Freisstzung von Noradrendin  aus
sympathischen Nervenfasern  inhibiet und es s0 zu ene indirekten Inhibition der
Reninsekretion kommen konnte (Osswald und Quast, 1995).

Arachidonsaure

Arachidonsdure konnte be intrarender Infuson die Plasma-Reninaktivitét steigern, weshdb
vermutet wurde, dass Prostaglandine (PG) potente Stimulatoren der Reninsekretion seien
(Lorenz et al., 1993). Arachidonsiure as Ausgangssubstrat der PG-Biosynthese wird durch
Phospholipase A, aus Membranphospholipiden abgespaten und durch die Cyclooxygenase zu
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PGH,, ena Vorlasfesubstanz vider physologisch bedeutsamer PG, umgewandet.
Inhibition der Cyclooxygenasesktivitét (z.B. durch Flurbiprofen) konnte die durch Reduktion
der luminden NaClKonzentration ausgeloste Stimulation der Reninsekretion  abschwéchen,
was darauf hindeutet, dass zur Steigerung der Reninsekretion en intakter Cyclooxygenase-
Sgndweg notwendig i (Lorenz et al.,, 1993). Immunhisochemisch konnte die
Cyclooxygenasesktivitét zwar in extraglomerul&ren Mesangiumzellen (EGM) jedoch nicht in
Macula Densa-Zdlen (MD-Zdlen) nachgewiesen werden, weshadb Lorenz et al. (1993)
davon ausgingen, dass die beobachteten Effekte durch die Inhibition  der
Cyclooxygenasesktivitdt der EGM verursacht wurde. Neben Prostaglandinen konnten auch
Effekte anderer Arachidonsauremetabolite (ua  Thromboxan) auf die Reninsekretion
nachgewiesen werden, so dass man davon ausgeht, dass die EGM de Reninsekretion Uber die
Produktion dieser Substanzen modulieren kdnnen (Lorenz et al., 1993).

De Vedandichkeit wegen wurde die Rolle von NO ds Regulator der Reninsekretion im
Zusammenhang mit cGMP dikutiert (S. 19-20).

1.3.3. Die Reninsekretion auf der Ebene des Gesamtorganismus beeinflussende

Mechanismen

Rende sympathische Innervierung

Die reninsezernierenden Zellen haben zahlreiche Kontakte mit sympathischen Nervenfasern,
die ba Simulation as Neurotransmitter Noradrenain ausschitten, welches auf  der
postsynaptischen Seite an bi-adrenerge Rezeptoren bindet. Bindet ein Agonit an diesen
Rezeptor, so kommt es zur Aktivierung eines G-Proteins (Gs), wodurch es zur Stimulation der
Adenylatzyklase kommt, welche die Synthese von cAMP aus ATP katdysert (Ubersichten:
Kurtz, 1989; Osswald und Quast, 1995). In den reninsezernierenden Zelen gellt CAMP enen
wichtigen second messenger dar, welcher die Reninsskretion simuliert (Hackentha et al.,
1990). Die Wirkung von cAMP auf die Reninsskretion wurde in Kapite 1.3.1. (S. 18)
genauer erlautert. Im Gegensatz zur den bj-adrenergen Rezeptoren fihrt Aktivierung von a-
adrenergen Rezeptoren zur Inhibition der Reninsekretion, die, wenn es sich um enen a;-
adrenergen Rezeptor handdlt, Uber eine vermehrte Bildung von IPs zu einer gedteigerten
Freisstzung von Cdcium aus intrazdluldren Speichern fihrt (Osswald und Quast, 1995). Die
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invese Beziehung von intrazdlul&em Cdcium und der Reninsekretion wurde in Kapitd
1.3.1. (S.11) bereits beschrieben.

Barorezeptor-Mechanismus

Das Konzept enes druckabhdngigen Mechanismus der  Reninsskretion  geht  auf
Beobachtungen zurtick, nach denen es bal e@nem Abfdl des renden Perfusonsdrucks zu ener
Simulation der  Reninfresetzung  kommt, wogegen es ba eénem Andieg des
Perfusonsdrucks zu einer geringeren Reninfreisstzung kommt (Ubersicht: Kurtz, 1989). Die
genaue Lokaisaion und Funktionswveise diesess Mechanismus sind nicht gekléat, jedoch
handdt es dch nach der "Strechrezeptor-Hypothese” (Kurtz et al., 1989 nach Fray et al.,
1984) um enen Sensor, der die Wandspannung der afferenten Arteriole mifd. Experimente
mit isolieten reninsezernierenden  Zdlen zeigten, dal3 diese auf zunehmende mechanische
Rezung mit der Inhibition der Reninsekretion reagierten, weshdb es sich be dem Sensor
auch um sogenannte dretch-Kandle auf den reninsezernierenden Zdlen sdbst handeln kénnte,
Glate Muskdzdlen reagieren af mechanische Rezung mit ener Depolarisation, weshdb
vermutet wurde, dass auch die reninsezernierenden Zedlen auf diese Weise reagieren konnten
(Kurtz, 1989). Die Depolarisation der Plasmamembran konnte zu @nem Cadum-Eingrom
Uber spannungsaktivierte Calcium-Kande filhren, der einen Anstieg der [C&']i nach sich
Ziehen wirde. In Experimenten mit isolieten perfundierten Rattennieren konnte in der Tat
gezeigt werden, dad Blocker spannungsskitvieter Caciumkande die durch  erhdhten
Perfusonsdruck ausgeloste Inhibition der Reninsekretion aufheben konnen (Jones-Dombi und
Churchill, 1993). Alternaiv konnte der mechanische Reiz auch direkt zur Offnung von
lonenkanden und damit zu einer Erhéhung der Cacium-Membranleitfahigket fihren (Kurtz,
1989). Auf die inverse Beziehung zwischen intrazdlul&rem Cdcdum sowie zwischen dem
Membranpotentil und der Reninsekretion wurde bereits in Kapited 1.31. (S.11-17)

eingegangen.

Macula Densa- Mechanismus

Ba den MD-Zdlen handdt es sch um Tubuluszdlen, die im aufgeigenden Tel der Henle-
Schieéfe am Ubegang zum digden Tubulus lokdiset snd und in engem raumlichen
Kontakt zum Gefd3pol und damit zu den distd gelegenen reninsezernierenden Zellen stehen.
Dieser Kontakt ig dlerdings nicht direkt, da dch zwischen den MD-Zdlen und den
Gefdzdlen noch die sogenannten  extraglomeruld&en  Mesangiumzellen  (EGM;  auch
Goormaghtigh- oder Lacis-Zdlen genant) befinden. Alle EGM snd sowohl untereinander
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ds auch mit Gefd¥zdlen der afferenten Arteriole (auch reninsezernierenden Zelen) Uber gap
junctions verbunden (s. Kapite 1.3.1., Abschnitt ,Membranpotentid®, S. 13), so dass
Anderungen im intrazellul&en Milieu der EGM Anderungen des intrazdluldren Milieus der
reninsezernierenden  Zellen nach dch ziehen konnen. Die genauen Mechanismen, durch die
die MD-Zdlen leztlich die Reninsekretion beenflussen sind nur unvollsgandig bekannt, als
audosendes Signd giit aber die Anderung der luminden NaCkKonzentration an den MD-
Zdlen, was zu einer Anderung des transepithdialen lonentransports iiber den in der luminden
Membran der MD-Zdlen befindlichen Na'-K*-2CI-Kotransporter fiihrt (Greger, 1985 nach
Greger und Schiatter, 1981 sowie nach Greger et al., 1983; Lorenz et al., 1993).

Wie die MD-Zdlen diesss Sgnd weteleten und schlielich die  Reninsekretion
modulieren it nicht bekannt. Es wird vermutet, dass Anderungen in der Transportrate der
MD-Zdlen dsch auf die ionde Zusammensgtizung oder die Osmolditét des Interditiums
zwischen den MD-Zdlen und den EGM auswirken, auf diese Weise funktiondle Anderungen
in den EGM verursacht und so die Reninsskretion beeinfluss werden konnte. Andererseits
konnen Schwankungen in der Osmoldité auch direkt die Reninsekretion beeinflussen, was
von Skott (1988) gezeigt werden konnte (s.a. Abschnitt Osmolditét, S. 20).

Eine wetee Moglichket, die padld zu der eben genannten ablaufen konnte, ist die
Freisstzung von parekrinen Fektoren durch die MD-Zdlen (Lorenz et al., 1993). Als
Kandidaten gdten v.a Adenosin, Arachidonsdure und ihre Metaboliten sowie NO, deren
Effekte bereits erléutert wurden (s. S. 19 -24).
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1.4. Fragestellung

Die Sekretion von Renin und damit eines der wichtigden Elemente in der Regulaion des
Wasser- und Elektrolythaushates des Menschen geht unter  der Kontrolle dreier
Regulationsmechanismen und ene Vidzahl von verschiedenen Fektoren (s Kapitd 1.3).
Unter dl diesen Faktoren spielt Cdcium ene besondere Rolle, da im Gegensatz zu den
meisten anderen sekretorischen Prozessen die intrazdluldre Konzentration dieses lons in den
reninsezernierenden  Zellen invers mit der Sekretion des Renins verknUpft i (Cacium-
Paradox; Churchill, 1985 und 1990). Uber die Calcium-Regulation der reninsezernierenden
Zdlen gibt es schon eine Vidzahl von Untersuchungen, jedoch gibt es immer noch elliche
offene Fragen. So gibt es zB. beziglich des Vorhandensains spannungssktivierter Calcium-
Kande immer noch widerspriichliche Ergebnisse, ist die Abhéngigkeit der [Ca*]i von der
[Ca*], nicht restlos geklat und ist auch der Zusammenhang zwischen der [C&*]i und dem
Vorgang der Sekretion immer noch unverstanden.

In dieser Arbeit sollte an dem Moddl der isolierten Glomeruli mit anhéngender afferenter
Arteriole aus der Niere kochsdzarm erndhrter Ratten Fragen beziiglich der Caciumregulation
dieser Zdlen geklart werden.

Zunéchg wurde jedoch mit Hilfe von Immunfluoreszenzféabungen an  Kryoschnitten
kochsdlzarm erndhrter Ratten unter Verwendung eines anti-Rattenrenin Antikorpers die Frage
beziiglich der genauen Lokaisaion der reninsezernierenden Zdlen untersucht, was fir die
folgenden mikrofluorimetrischen Untersuchungen eine wichtige Voraussetzung war.

In den mikrofluorimetrischen Experimenten sollte geklat  werden, wie die [C&);
reninsezemnierender  Zdlen auf Anderungen des Membranpotentials sowie auf Anderungen
der [C&"], reagiert.

Desweiteren war von Interesse, wie die [Ca']; reninsezernierender Zellen von enem
physologischen Stimulus, dem Effektor des Renin-Angiotenan-Aldosteron-Sysems ANG |,
abhangig i

Waeiterhin wurde der Frage nachgegangen, ob reninsezernierende Zdlen Uber einen ATP-
sendtiven Kdiumkand (Katp-Kand) verflgen und ob die Aktivierung dieses Kands die
[Ca®*]; beainfluf:.

Abschlieffend wurde versucht, die Abhdngigkeit der Reninsskretion mit Hilfe enes
Fluoreszenzmarkers direkt darzustellen, wozu verschiedene die [Ca*]; sowie die Osmoldité
beeinflussende Stimuli getestet wurden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material und Versuchstiere

2.1.1. Substanzen

Alexa™488 Ziege Anti-Kaninchen 1gG

ANG I

CaCl,

CCCP

Collagenase

Cy™5 Ziege Anti-Maus 1gG
D(+)-Glucose

DIiBAC4(3)

DMSO (Dimethylsulfoxid)
EGTA

Ethanol (99.9 %)
FluorSave™Reagent

FM 1-43

Forskalin

Fura-2 (Azetoxymethylester)
Fura-2 (Kdiumsaz)
Furosemid

GBC

Gdatine

HCl

HEPES

IBMX

Immersionsdl (ne23 1.518)
lonomycin

Isradipin

KCI

KCr(S04)2* 12H,0

28

Molecular Probes
Sgma

Merck

Sgma

A Boehringer
Dianova

Merck
MoBiTec
Merck

Sgma

Uni - Apotheke
Cdbiochem
Molecular Probes
Sgma
MoBiTec
MoBiTec
Avertis

Sgma

Fluka

Fluka

Roth

Aldrich

Leica

Sigma, Biomol
Novartis

Merck

Fluka



KH2PO4 Riedd de-Haén

LCRK SmithKline-Beecham
2-Methybutan Fluka

MgCh Merck

NaCl Merck
NaHPO4 Merck
NaH>PO4 Merck

NaOH Merck

NGS.: Ziegen Normaserum DAKO

NKS: Kaninchen Normaserum DAKO

NMDG Huka
Paraformadehyd Merck
Puronic-F127 Sgma
Poly-L-Lysn Sgma

Renin-AK: Kaninchen Anti- Rattenrenin 1gG Davids Biotechnologie
Rotenon Sgma

Sucrose Fluka

SYTO®59 Molecular Probes
SYTO®62 Molecular Probes
TissueTekP Sakura
Trapand® BYK Gulden
Triton X-100 Serva

VWF: Maus Anti-humanen von Willebrand Factor 1gG1 Roche Molecular Biochemicals
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2.1.2. L6sungen

HEPES gepufferte Phys ologische Sdzlésung (HEPES-PS):

NaCl 140 mM
KCI 28 mM
MgCl 1mM
CaCl, 1mM
HEPES 10 mM
D(+)-Glucose 11 mM

Die Substanzen wurden in 4500 ml A. bidest angesetzt, der pH mit NaOH auf 7.4 eingestelt
und mit A. bidest auf 5000 ml aufgefuillt.
a) Losungen zur Rattenperfusion

Trapana® (Thiopenta-Na): 500 mg wurden in 20ml A. bidest. gelést und ads 1 ml Aliquot bei
—20 °C aufbewahrt.

5 x PBS (phosphatgepufferte Sazldsung):

NaCl 0.685 M
KCl 13.5mM
Na2HPO4 S0 mM
KH2PO4 10 mM

Die Subgtanzen wurden in 800ml A. bidest. gddst, mit NaOH auf pH = 7.4 eingestelt, mit A.
bidest. auf 1000ml aufgefiillt und be 4°C aufbewahrt.

1 x PBS: 100 ml 5 x PBS wurden mit 400 ml A. bidest. verdiinnt.

Paraformal dehyd- Fixierl 6sung:

PFA 49

Sucrose 39

Die Substanzen wurden in 50ml A. bidest. unter Zugabe von 2 - 3 Tropfen 5 N NaOH gel6st
und unter Ruihren auf 60 °C erwarmt.

NaHPO,4* 2H,0 1.0689g
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NaH,PO4*H,0 0.828 ¢
Die Subgtanzen wurden in 30 ml A. bidet. gdés, zur Paraformaddehydidsung (s0.)
zugegeben, mit NaOH auf pH = 7.4 eingestdlt und mit A. bidest. auf 100 ml aufgefiillt.

30 % Sucrose in PBS: 30 g Sucrose wurde unter Rihren in 200 ml PBS gel 6.

b) Losungen zur Immunoférbung

1x PBS: s..

PBS + 2.5 % Triton X-100 + 10 % DMSO (SL)

PBS + 0.25 % Triton X-100 + 1 % DM SO

PBS+ 5% NGS + 0.25 % Triton X- 100 + 1 % DM SO

L6sung mit AK 1 (Primérantikorper):

ReninrAK 10
Anti-vWF 10ul
Triton+ DMSO (SL) 200
NGS S0ul
PBS p

Negativkontrolle
Triton+ DMSO (SL) 100l

NGS S0ul
NKS 0u
PBS 840

Losung mit AK 2 (Sekundérantikorper)

Alexad 488 Ziege Anti-Kaninchen 1gG und Cy™5 Ziege Anti-Maus IgG wurden jewels 1:1
mit Glycerol gemischt und as 10 bzw. 5 pl Aliquotsbel -20 °C aufbewahrt.

Alexal 488 15 pl
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cyO5 5ul
Triton- DMSO (SL) 754
PBS 655

Nukleinsiurefarbstoff Syto®62
50 S/too62 wurden in 49.95 ml PBS verdinnt und in Form von 1 ml Aliquots bei -20 °C
aufbewahrt.

Gdatind 6sung zur Beschichtung der Objekttréger

25 g Gdatine wurden mit 025 g KCr(SO4)2*12H,0O in 500 ml A. bidest. gdos, die
Objekttrager vollstandig eingetaucht und luftgetrocknet.

Poly-L-Lysn- Lésung

Die Substanz wurde ds Stammlésung (1 mg / 1 ml A. bidest) be 8 °C aufbewahrt und je
nach Bedarf weiter verdinnt.

¢) Lésungen zur Fluoreszenzmessung

DIBAC4(3) - Eichldsungen

28mM KCI | 10mM KCI | 25mM KCI | 30mM KCI | 40mM KCl
NMDG 140 mM 1328 mM 1178mM | 1128mM | 1028mM
KCl 28 MM 10 MM 25 MM 30 mM 40 mM
Gramididin 1pM 1pM 1pM 1pM 1pM
DIBAC.(3) 1pM 1pM 1pM 1pM 1pM

Die Konzentrationen der anderen Salze entsprach der bei HEPES-PS angegebenen.
Die Subgtanzen wurden in 80 ml A. bidest angesetzt, der pH mit NaOH auf 7.4 eingestdlt und
mit A. bidest auf 100 ml aufgefUillt.

HEPES-PS + DiBAC4(3)

Es wurden 10 pl ener 10 mM DiBAC,(3)-Stammlosung (DMSO / EtOH) in 99.99 ml
HEPES-PS verdinnt.
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1 uM LCRK in HEPES-PS + DIBAC4(3)
Zum Ansetzen wurde eine 10 mM LCRK - Stammldsung (in DMSO / EtOH gel6st) verwendet.

0.3uM LCRK in HEPES-PS + DIBAC4(3)
Zum Ansetzen wurde eine 3 mM LCRK -Stammlésung (in DM SO / EtOH gel 6st) verwendet.

0.3uM LCRK + 1 uM GBC in HEPES-PS + DIBAC4(3)
Zum Ansetzen wurde eine 3 mM LCRK-Sammiésung und ene 10 mM GBC-Stammlosung
(in DMSO / EtOH gel6st) verwendet.

1 uM GBC in HEPES-PS + DiBAC4(3)
Zum Ansetzen wurde eine 10 mM GBC- Stammlésung (in DM SO / EtOH gdl6st) verwendet.

Fura-2 - FarbelGsung

Es wurden 40 pl ener 1 mM Fura2 Stammlosung (in DMSO) mit 50 yl Pluronic (2 % in
DMSO) gdost und zu 1.91 ml HEPES-PS gegeben. Die Ldsung wurde gemischt und fir ca 2
min mit Ultraschdl behanddt. Zu diesr Losung wurden 500 pl der Glomerula-Suspension
(in HEPES-PS) gegeben.

HEPES-PS + EGTA / HEPES-PS + Ca2*-EGTA

HEPES-PS + Ca“*-EGTA HEPES-PS+ EGTA
NaCl 20mM 20 MM
KCI 100 mM 100 mM
MgCl; 1mM 1mM
CaCl; 10 mM OmM
HEPES 20mM 20mM
EGTA 9mM 9mM
Fura—2 5uM 5uM
onomycin* 5, 10, 50 uM 5, 10, 50 uM
CCCP* 25, 50 UM 25, 50 UM
Rotenon* 10, 20 uM 10, 20 uM

* Diese Substanzen wurden nur bel den intrazelluldren Kdibrierungen zugesetzt.

Die Subgtanzen wurden in 15 ml A. bidest angesetzt, der pH mit NaOH auf 7.2 eingestellt und
mit A. bidest auf 20 ml aufgefllt.
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0 Ca*-Puffer / 0 Ca?*-Puffer + 30 mM [K*]o

0 Ca“*-Puffer 0 Ca“*-Puffer + 30mM [K™],

NaCl 132.5 mM* 105.3 mM**
KCI 28 mM 30mM
MgCl» 2mM 2mM
CaCl; oOmM OmM
HEPES 10mM 10 mM
D(+)-Glucose 11 mM 11 mM
EGTA 5mM SmM

* 75 mM NaCl weniger ds Auggleich fir die Zugabe von 5 mM EGTA und die Titration mit

NaOH.

** 347 mM NaCl weniger ds Auggleich fir die Zugabe von 5 mM EGTA, die Titration mit
NaOH und die Zugabe von 27.2 mM KCI.
Die Subgtanzen wurden in 80 ml A. bidest angesetzt, der pH mit NaOH auf 7.4 eingestdlt und
mit A. bidest auf 100 ml aufgefUllt.

K CI-Puffer
20 mM KCI 30mM KCI 60 mM KCI
NaCl 122.8 mM 112.8 mM 82.8 mM
KCI 20mM 30 mM 60 mM

Die Konzentrationen der anderen Sdze entsprach der bei HEPES-PS angegebenen.
Die Subgtanzen wurden in 80 ml A. bidest angesetzt, der pH mit NaOH auf 7.4 eingestdlt und
mit A. bidest auf 100 ml aufgefUillt.

5mM / 20 mM C&* - Puffer

5mM Ca** 20 mM Ca**
NaCl 134 mM* 111.5 mM**
CaCl» 5mM 20mMm

Die Konzentrationen der anderen Salze entsprach der bei HEPES-PS angegebenen.

* 6 mM NaCl weniger ds Ausgleich fur die Zugabe von 4 mM CaCl

** 285 mM NaCl weniger ds Ausgleich fur die Zugabe von 19 mM CaCh

Die Substanzen wurden in 80 ml A. bidest angesetzt, der pH mit NaOH auf 7.4 eingestdlt und
mit A. bidest auf 100 ml aufgefiillt.
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5mM C&* + 20 mM K™ - Puffer

NaCl 116.8 mM*
KCI 20 mM
CaC|2 5mM

Die Konzentrationen der anderen Sdze entsprach der bei HEPES-PS angegebenen.

* 23.2 mM NaCl weniger ds Ausgleich fir die Zugabe von 4 mM CaCl, und 17.2 mM KCl.

Die Substanzen wurden in 80 ml A. bidest angesetzt, der pH mit NaOH auf 7.4 eingestdlt und
mit A. bidest auf 100 ml aufgefUillt.

1 uM LCRK in HEPES-PS
Zum Ansetzen wurde eine 10 mM LCRK - Stammlésung (in DM SO / EtOH gel 6st) verwendet.

0.3uM LCRK in HEPES-PS
Zum Ansetzen wurde eine 3 mM LCRK -StammlGsung (in DM SO / EtOH gel 0st) verwendet.

1 uM GBCin HEPES-PS
Zum Ansetzen wurde eine 10 mM GBC-Stammlésung (in DM SO / EtOH gel6st) verwendet.

10" M Isradipin in HEPES-PS
Zum Anstzen wurde ene 1 mM Igadipin-Stammlosung (in DMSO / EtOH gdés)
verwendet.

ANG Il in HEPES-PS

Zum Ansetzen wurde eine 1 mM Stammidsung (in A. bidest gelost) verwendet, die je nach
verwendeter Konzentration mit HEPES-PS verdinnt wurde. Die LOosung wurde be 8 °C
aufbewahrt und maxima an zwe aufeinander folgenden Tagen verwendet.

Poly-L-Lysn - Losung

Die Substanz wurde ds Stammlésung (1 mg / 1 ml A. bidest) bei 8 °C aufbewahrt und je
nach Bedarf weiter verdunnt.
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d) Losungen zum Nachweis der Exo-, Endozytose
HEPES-PS: s.0.

HEPES-PS+ FM 1-43

FM 1-43 wurde in A. bidest gd6st und in Form von 5 pl Aliquots in einer Konzentration von
1 mM be - 20 °C aufbewahrt.

Féarbeansatz: 15 uM FM 1-43 in HEPES-PS.

HEPES-PS + 30 uM Forskolin + 300 uM IBMX

Forskalin bzw. IBMX lagen ds 10 mM bzw. 50 mM Stammlésungen in DMSO / EtOH vor
und wurden bei 4 - 8 °C aufbewahrt.

Farbeansatz: 15 pM FM 1-43 + 30 uM Forskolin + 300 uM IBMX in HEPES-PS.

HEPES-PS + 3 uM ANG I
ANG Il lag ds 10 pl Aliquot ener 1 mM Stammldsung in A. bidest vor.
Farbeansatz: 15 uM FM 1-43 + 3 uM ANG Il in HEPES-PS.

Nomind Cacium-freie Losung

Die Zusammensstzung entsorach HEPES-PS, wobel hier kein CaCl, zugesstzt wurde. Die
Substanzen wurden in 80 ml A. bidest angesetzt, dr pH mit NaOH auf 7.4 eingestellt und mit
A. bidest auf 100 ml aufgefllt.

Farbeansatz: 15 uM FM 1-43 + 0 Ca*-Puffer

Nomind Cdcium-freie Lésung + 30 uM Forskolin + 300 uM IBMX

Farbeansatz: 15 pM FM 1-43 + 30 pM Forskolin + 300 uM IBMX in 0 C&*- Puffer.

10 mM Ca&**-Puffer

Die Zusammensetzung entsprach HEPES-PS, wobel die Menge an CaClk, von 1 mM auf 10
mM erhoht, gleichzeitig aber die Menge an NaCl von 140 mM auf 1265 mM (zum Ausgleich
der Osmolaitét) erniedrigt wurde. Die Substanzen wurden in 80 ml A. bidest angesetzt, der
pH mit NaOH auf 7.4 eingestellt und mit A. bidest auf 100 ml aufgeftillt.

10 mM Ca?*-Puffer + 300 "M ANG I
ANG Il lag ds 10 pl Aliquot einer 1 mM Stammldsung in A. bidest vor.
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Farbeansatz: 15 pM FM 1-43 + 300 nM ANG Il in 10 mM C&®* - Puffer.

100 mM Sucrose-Puffer

Die Zusammensstzung entsprach HEPES-PS, wobe hier zusdtzlich 100 mM  Sucrose
zugesetzt wurden. Die Subgtanzen wurden in 900 ml Puffer 1 gddst, der pH mit NaOH auf
7.4 engestelt und mit Puffer 1 auf 2000 ml aufgefUllt.

Farbeansatz: 15 uM FM 1-43 in 100 mM Sucrose- Puffer.

Nukleinsiurefarbstoff Syto®59
2 u &/tooSQ wurden in 1800 pl HEPES-PS verdinnt. Dazu wurden 200 pl der Glomeruli-
Suspension in HEPES-PS gegeben, so dass der Farbstoff 1:1000 verdiinnt vorlag.

2.1.3. Versuchstiere

Als Versuchdiere dienten ménnliche Sprague-Dawley Raten (Charles River Deutschland
GmbH) mit enem Korpergewicht von 200-350 g. Die Tiere wurden be ener
Raumtemperatur von 22 °C, ener rdaiven Luftfeuchtigkeit von ca 60 % und enem 12
Stunden Hédl-Dunkd-Rhythmus gehdten. Als Futter erhidten de entweder eine Standarddiét
(Altromin C1324: 25 gkg Na, 3.6 gkg CI) oder nach einer einmdigen Furosemid-
Applikation (10 mg/kg, i.p.; die Applikation wurde von Frau PD Dr. med. M. Albinus,
Pharmakologisches Indtitut durchgefiihrt) fir mindestens zwe Wochen ene kochsdzarme
Di& (Altromin C1036: 150 mg/kg Na', 3 mg/kg CI). Die Tiere hatten jederzeit freien Zugang

zu Trinkwass.

2.2. Methoden
2.2.1. Isolierung der Glomerula mit anhangender afferenter Arteriole

Nach dem Toten der Ratten durch cervicale Didokation und Dekapitation wurde der Bauch
durch einen medianen Schnitt erdffnet, die Nieren entnommen und in 37°C warme HEPES-
PS Uberfihrt. Eine Niere wurde sofort prépariert, die zweite in HEPES-PS bel 8 °C bis zum
nachsten Tag aufbewahrt. Die Art der Aufbewahrung haite keinerlel Auswirkungen auf die in
dieser Arbet durchgefiihrten Experimente und die daraus gewonnenen Ergebnisse. Dieser

37



Befund wird auch durch dektrophysiologische Untersuchungen bestétigt, nach denen die
eekirischen Eigenschaften der reninsezernierenden Zellen durch die Aufbewahrung bel 8 °C
nicht veréndet waren (Dr. U. Russ, pers. Mittellung). Be der Prgparation wurde die
Nierenkagpsel entfernt, die Niere mittds ener schafen Raderklinge langs habiet und das
Fettgewebe entfernt. Zur Vermeidung von Kontaminaionen des Préparates (z.B. Proteasen,
Keme) sowie zur Vemedung von Infektionen wurden Latex-Handschuhe (Baxter
Hedlthcare Corp., CA, U.S.A.) getragen.

Zur Isolierung der Glomerula wurde zunéchst die Sebprgparation nach Misra (1972) in
modifizieter Form durchgefihrt. Dabel wurden die Nierenhdlften (Cortex zum Sieb
gerichtet) mit dem Daumen nacheinander durch Siebe mit der Maschenweite 280 um und 160
MM georesst und es wurde jewells mit eewarmter (37 °C) HEPES-PS grindlich nachgesplilt.
Die Glomerula wurden schliefdich auf enem 63 pm Seb gesammdt, nochmas gesplt, in
HEPES-PS Uberfihrt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Un de in den Huorezenzmessungen gewonnenen  Daen  bessr mit
elektrophysiologischen Daten vergleichen zu kénnen (v.a Kurtz und Penner, 1989 und 1990;
Russ et al., 1999), wurde zur Kldrung der Effekte von ANG Il (Kapite 3.3) die enzymatische
Préparation nach Kurtz und Penner (1989) bzw. Metzger und Quast (1996) in modifizierter
Form verwendet. Fir eektrophysologische Untersuchungen (patch clamp) ist es unbedingt
notwendig, dass die Obeflachen der Zdlen frei zuganglich snd, da songt kein daflr
notwendiger direkter Kontakt zwischen Elektrode und Zeloberflache moglich ist.

Be dea enzymatischen Prparation wurden die Nierenhdften (Schnittflache nach unten)
mit einer schafen Raserklinge zerklenet und in vorgewamte (37 °C) HEPES-PS +
Collagenase (1 mg/ml) Uberfihrt. Anschlielend werden die Nierengtiicke bel einer frisch
entnommenen Niere fir 55 min ba 37 °C im Schittelwasserbad inkubiert. Bel Pr8paration
ener be 8 °C aufbewahrten Niere betrug die Inkubation im Schiittelwasserbad nur 30 min, da
das Gewebe durch die Aufbewahrung in HEPES-PS nicht mehr die gleiche Festigkeit besal3
wie in frischem Zustand. Die Suspenson wurde danach Uber Siebe der Maschenweite 200 pm
und 125 pum gefiltert, die Glomerula in @énem 63 pm Seb aufgefangen, in HEPES-PS
Uberfihrt und bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Die Vorausstzung zur Durchfihrung eektrophysologischer Experimente wird durch
Behandlung des Prgparates mit Collagenase eflllt, war fir die in dieser Arbet beschriebenen
Experimente jedoch nicht notwendig, deswegen erfolgten die meisten Prdparationen nach der
Siebprgparation. Neben der Vergleichbarkeit der Daten hatte die enzymatische Préparation
auch den Vortel, dass die Anzahl an Glomerula mit anhéngender afferenter Arteriole
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gegeniber der Siebpréparation erhtht war. Kurtz und Penner (1989) erhidten bel
enzymaischer Prgparation » 10 % Glomerula mit anhéngender afferenter Arteriole, wogegen
es nach elgener Beobachtung bel der Siebpréparation nur ca. 5 % waren.

2.2.2. Immunfluoreszenzfarbung

Zur Charakteriserung und Lokdisation der reninsezenierenden Zdlen in der  afferenten
Arteriole der Rate wurden Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt. Waeterhin - wurde
untersucht ob, wie in der Literatur (Buhrle et al., 1984; Hackenthal et al., 1987) beschrieben,
durch eine enmdige Applikaion von Furosemid (10 mgkg, i.p.) und ene anschliel}end
mindestens 14 tagige NaClarme Erndhrung (vgl. Kapited 213, S. 37) die Anzahl der
reninsezernierenden Zelen erhoht wird. Dazu wurden Nierenschnitte von 4 Ratten, die mit
Standarddid erndhrt worden waren mit Nierenschnitten von 4 Ratten verglichen, die die
NaCl-arme Di& erhdten hatten. Hierzu wurden Kryoschnitte der Rattennieren angefertigt und
anschliel}end geférbt.

2.2.2.a) Anfertigung der Kryoschnitte

Die Anfetigung dea Kryoschnitte efolgte wenn nicht anders angegeben, bel
Raumtemperatur (22 °C) und wurde nach folgendem Protokoll durchgeftihrt:
Eine Ratte wurde mit Thiopenta-Natrium (90 mg/kg; i.p.) narkotisiert, so dal3 nach ca. 10
- 15 min keine Reflexe mehr feststelbar waren und mit der Prgparation begonnen werden
konnte.
Es wurden zwe Schnitte entlang der Medianlinie zu den Rippenbdgen gemacht, das
Digphragma gedffnet, die Rippen durchgeschnitten und nach hinten weggeklappt.
Mit der linken Hand wurde das Herz gegriffen, die linke Ventrikespitze abgeschnitten
und en PE-Schlauch (2 mm od., 1 mm i.d) in die Aorta eingefihrt, bis e mit Daumen
und Zeigefinger der linken Hand gut zu greifen war. Danach wurde das rechte Atrium mit
enem Schnitt gedffnet.
Eswurden 50 ml PBS perfundiert.
Anschlielfend wurden 90 - 100 ml Paraforma dehyd- Fixierlosung (PFA) perfundiert.
Die Nieren wurden entnommen, halbiert und die Nierenkapsel entfernt.
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Die Nierenhdften werden fir 60 min bei 8 °C in PFA-Fixierlésung nachfixiert,

anchliel¥end in PBS gewaschen

und ftr 60 min bei 8 °C in PBSinkubiert.

Schliefdich inkubierte man de zur Dehydratation Uber Nacht (12 h) in ener 30 %igen
Sucrosdl6sung (8 °C).

Am néchden Tag wurde jeweils eine Nierenhdfte mit der Schnittfléche nach unten in en
aus Alufolie vorgefertigtes Topfchen gdegt und mit dem Gewebekleber Tissue-Tek®
Uberschichtet.

Die Alutpfchen wurden dann in en mit 2-Methylbutan (Isopentan) gefllltes Alugefdll
gehdten, wdches in flissgem Stickstoff gekihlit wurde. Dies gechah, bis die
Nierenhdften komplett durchgefroren waren. Die fixierten Organprdparate konnten nun
be -80 °C aufbewahrt werden.

Zum Anfetigen der Schnitte wurden die Nierenhdften mit Tissue-Tek® auf ene
Haterung des bereits vorgekihlten Kryostaten “"geklebt” und Schnitte mit  der
gewilnschten Dicke (hier 20 - 25um) angefertigt. Es wurden immer zwel Schnitte auf
einen mit Geatine beschichteten Objekttréger (76 x 26 mm, Menzd) aufgebracht und fir
10 - 15 min ba Raumtemperatur an der Luft getrocknet. Die Schnitte wurden bis zur
weiteren Verwendung ebenfalsbea -80 °C aufbewahrt.

2.2.2.b) Farbung der Kryoschnitte

Zur Immunoférbung benttigt man einen Primé&antikorper, der spezifisch gegen das Antigen
gerichtet ist, und enen Sekunddrantikdrper, der gegen die Spezies, aus der der
Primarantikdrper gewonnen wurde, gerichtet ist. Der Sekundarantikdrper wird im Uberschul?
zugegeben, womit man gcheargdlt, dad moglichs dle Bindungsstelen (= Priméantikorper)
besstzt werden und man en gutes Signd-Rausch-Verhdtnis erhdt. Das Sgnd-Rausch
Verhdtnis wird weterhin durch Verwendung enes Normaserums verbessat, das aus der
gleichen Spezies stammt, aus der der Sekundérantikorper gewonnen wurde. Die Wirkung des
Normasarums berunt auf der Bindung an unspezifische Bindungsstellen, die somit dem
Sekundérantikorper nicht mehr zuganglich sind.

Als Primérantikdrper zum Nachwels des Rattenrenins und damit der reninsezernierenden
Zdlen wurde ein polyklonder Antikdrper aus Kaninchen (KaninchenAnti-Rattenrenin 1gG)
benutzt, der mir freundlichewese von Frau PD Dr. med. M. Albinus (Pharmakologisches
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Ingtitut, TUbingen) zur Vefligung geddlt wurde (sa Sosath, 1999). Zur Gewinnung des
Antikbrpers  waren Kaninchen mit einem synthetisch  hergestditen  Peptidandogon  des
Ratenrenins immunisert worden, welches die Aminosduresequenz 303 - 319 des Renins
reprasentiert. Die Aufreinigung des Antikorpers sowie die Uberprifung der Spezifitd im
Western-Blot stehen noch aus.

D Nachwes da  Primaantikbrpers im Prgpaat efolgte mit  enem
fluoreszenzgekoppelten Sekunddrantikbrper aus der Ziege (Alexa 488, Ziege Anti-Kaninchen
1gG), dessen Absorptionsmaximum bel 488 nm und dessen Emissonsmaximum be 590 nm
(grun) liegt. Diessr Farbstoff konnte durch enen Argon-Lasr angeregt und mit Hilfe enes
konfokalen Laser Scanning Mikroskops detektiert werden.

Um die Orientierung im Kryoschnitt zu erleichtern wurde zeitgleich zur oben geschilderten
Fabung ene zweite Farbung durchgefiihrt, welche spezifisch gegen Endothelzdlen gerichtet
war. Hierzu wurde ein monoklonder Antikdrper aus der Maus gegen den "von Willebrand
Fektor” benutzt. Der von Willebrand Faktor (= Faktor VIII, antihdmophiles Globulin A) wird
von Endothdzelen gebildet und ermdglicht be der Blutgerinnungskaskade die Anlagerung
der  Thrombozyten an Kollagenfasarn. Gegen diesen  Primé&antikorper  wurde  en
fluoreszenzgekoppelter  Sekundérantikérper aus der Ziege benutzt (CyO5, Ziege Anti-Maus
1gG), dessen Absorptionmaximum bel 651 nm und dessen Emissonsmaximum be 674 nm
(rot) liegt. Diesr Farbstoff wurde mit eénem He-Ne-Laser angeregt und wurde ebenfals mit
einem konfokaen Laser Scanning Mikroskop detektiert.

Die Fabung der Kryoschnitte erfolgte in ener feuchten Kammer, wobe es sch um ene
Metalbox handelte, welche mit Kleenex-Tlchern ausgelegt war, die mit A. bidest
angefeuchtet wurden. In der Kammer befanden sch noch zwel Kundsoffeinsize, auf die die
Objekttrager gelegt werden konnten. Die Kammer konnte mit enem Metaldeckel abgedeckt
werden. Alle Lésungen wurden mit einer Pipette aufgetropft.

Die Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:
Die Schnitte wurden bel Raumtemperatur aufgetaut (15 - 30 min).
Nach 15 - 30 min wurden die Objekitrager mit einem Kleenex-Tuch vorsichtig abgetupft
und die Nierenschnitte mit enem Fettdift (DAKO Sift fur die Immunohisochemie,
DAKO) umrandet.
Die Schnitte wurden 10 min mit PBS gewaschen und anschlief3end
zur Permeabiliserung der Zdlmembran 3 ma 10 min mit PBS + 0.25 % Triton X100 + 1
% DM SO inkubiert, wobel immer nach 10 min die Lésung gewechsdlt wurde.
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Danach erfolgte eine Inkubation fir 60 min mit PBS + 5 % NGS + 0.25 % Triton X-100 +
1% DMSO.

Die Prgparate wurden tber Nacht (12h) bel 8 °C mit AK 1 bzw. NKS (Negativkontrolle)
inPBS+5%NGS + 0.25 % Triton X-100 + 1 % DM SO inkubiert und

am néchden Tag fir 3 x 10 min mit PBS + 025 % Triton X-100 + 1 % DMSO
gewaschen.

Die Prgparate wurden 90 min mit AK 2 in PBS + 0.25 % Triton %100 + 1 % DMSO
inkubiert und anschlief}end

3x 10 min mit PBS + 0.25 % Triton X-100 + 1 % DM SO gewaschen.

Die Schnitte wurden mit zwei Tropfen FluorSave" Reagent eingedeckt und mit einem
Deckglas (16 x 32 mm, Menzd) versehen. Nachdem das Eindeckmedium getrocknet war,
wurden die Prdparate bis zur Auswertung bel 8°C im Dunkeln aufbewahrt.

2.2.2.c) Immunfluoreszenzfarbung an isolierten reninsezernierenden Zellen der Ratte

Weterhin - wurde die Methode dea  Immunfluoreszenz auch  auf  frisch  isolierte
reninsezernierende  Zellen angewandt, die von NaClarm erndhrten Ratten stammten. Die
Isolierung der Zdlen erfolgte wie be Sosath (1999) beschrieben und wurde von Frau PD Dr.
med. M. Albinus (Pharmakologisches Inditut, TUbingen) durchgefihrt. Zum Aufbringen der
iolierten reninsezernierenden Zellen wurden Objekttréger zundchgt mit 99.9 % Alkohol, dann
grindlich mit A. bidest. gespillt und mit enem Kleenex-Tuch getrocknet. Dann wurden die
Objekttréger mit 100 I ener mit A. bidet 1.5 vedinnten Poly-L-Lysn Stammlésung
beschichtet und luftgetrocknet. Die Fabung der Zdlen efolgte, sofern nicht anders
angegeben, bel Raumtemperatur und es wurde nach dem folgendem Schema verfahren:

40 pl Zdlsuspenson (ca 4.500 Zdlen) wurden bl Raumtemperatur auf einen mit Poly-L-
Lysin beschichteten Objektiréger aufgetropft und mit 200 pl PBS verdinnt.

Danach folgte eine 15 min Wartezeit, wahrend der sich die Zdlen absetzen konnten.

Anschlief?end wurde die Uberschiissge Hissgket abgegossen und die Zelen mit enem
Fettstift umrandet.

Danach wurden die Zdlen 30 min mit 3.7 % PFA + 3 % Sucrose in PBS inkubiert,
10 min mit PBS gewaschen,
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10 min mit 1 % PFA in PBS nachfixiert,

zur Permesbiliserung der Zdlmembran 10 min mit 0.5 % Sgponin in PBS gewaschen und
fir

60 min mit 5% NGS in PBS préinkubiert.

Uber Nacht (12h) wurden die Praparate be 8 °C mit AK 1 (1:100) bzw. NKS
(Negativkontrolle) in PBS + 5 % NGS inkubiert.

Am néchsten Tag wurden se 3 x 10 min mit PBS gewaschen und anschlief3end

90 min mit AK 2 (1:100) in PBS inkubiert.

Danach folgten 3 x 10 min waschen mit PBS,

10 min Inkubation mit 5 uM SYTO 62 in PBSund

10 min waschen mit PBS.

Schlielich wurden die Préparate mit zwel Tropfen FluorSave™ Reagent (Calbiochem)
versehen. Nachdem das Eindeckmedium getrocknet war, wurden die Préparate bis zur
Auswertung bel 8 °C aufbewahrt.

2.2.3. Fluoreszenzmessungen

2.2.3.a) Messaparatur

Fluorezenz i¢ en physkaischer Prozess, ba dem ein Molekil energiereiche Strahlung
absorbiet und diese Energie in Form von Strrahlung langerer Welenlange wieder emittiert.
Um gc¢h dieses Phénomen zunutze zu machen, bendtigt man drel Dinge:

- eine Energiequelle, mit der die Anregungssirahlung erzeugt wird,

- eéne Substanz, deren Molekile die Anregungssirahlung absorbieren und enen Tell davon in
Form von Huoreszenzlicht emittieren und

- e@in System, mit dem dieses abgegebene Licht (Emissondicht) detektiert werden kann.

Zur Erzeugung der Anregungssranlung und zur Detektion des Emissondichts wurde ene
von Photon Technology Internationd (PTI, NJ, USA) entwickdte Messgpparatur
verwendet, deren Funktionsprinzip im Folgenden erlautert wird (sa Abb.: 2.1).

Als Energiequele diente eine 75W Xenon-Kurzbogenlampe (XBO 75W / 2 OFR, Osram,
D), deren Lichtstrahl durch einen Verschlul3 unterbrochen und deren Lichtmenge durch ene
Ringblende reguliet werden konntee Be Anregung mit nur  ene Walenlénge
(Membranpotentidmessungen) gelangte das Licht be gedffnetem  Verschlu? durch die
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Ringblende in enen Monochromator. Be  Anregung  mit  zwe  Welenlangen
(Cdciummessungen) wurde das Licht adwechsdnd in e@nen von zwe Monochromatoren
gelenkt, wozu ein sch drehendes Spiegelrad diente, das den Lichtdrahl je nach Stdlung in
den enen Monochromator passeren lield oder zu einem zweiten Spiegel reflektierte, von dem
das Licht in den zweiten Monochromator gelenkt wurde. Bel den Monochromatoren handelte
es dch um Gittermonochromatoren, in denen das entretende Licht bel Auftreffen auf das
Beugungsgitter entsprechend der Welenlénge aufgespaten wurde. Die Stelung des Gitters
konnte Uber die Software veréndert und dadurch Licht einer bestimmten Welenlange erzeugt
werden. Die Monochromatoren waren an ihren Ein- und Ausgangen mit Schlitzblenden
augedtattet, die es erlaubten sowohl die entretende ds auch die audtretende Lichtmenge zu
regulieren. Die Blenden an den Eingdngen waren 0 engedtdlt, dass die Intendtéen der
beiden Wdlenldngen ungeféhr gleich waren. Die Blenden an den Ausgangen waren maximd
gedffnet, um die gesamte Menge des Anregungdichts fir die Messung zur Verfigung zu
haben. Weiterhin konnte an den Ein- as auch an den Ausgangen der Monochromatoren die
Spdtoreite und darlber die Bandbreite des Lichts engestelt werden. Be den hier
verwendeten Monochromatoren bewirkte eine Anderung der Spdtbreite um 1 mm ene
Anderung der Bandbreite um 4 nm.

Von den Monochromatoren aus gelangte das Anregungdicht Uber enen Lichtleter zu
enem inversen Mikroskop (Digphot 300, Nikon, Japan), in dem das kurzwelige
Anregungdicht Uber enen Srahlteler (dichroischer Spiegd) zu enem  Huoreszenz-
Olimmersionsobjektiv (N.A.: 1.3, CF Fluor 40 x, Nikon) gelenkt wurde, durch welches das
Licht zum Prparat gelangte. Im Prgparat, das zuvor mit einem Huoreszenzfarbstoff gefarbt
worden war, wurden die Farbstoffmolekile durch das entreffende Licht angeregt und
emitieten enen Tel dea aufgenommenen Energie ds Huoreszenzlicht. Das Emissondicht
war aufgrund des Energieverlustes energiedrmer (langerwdliger) ads das Anregungdicht, was
as Stokes-Veschiebung bezeichnet wird. Ein Tel des Emissondichts geangte Uber das
Objektiv. emneut zum dichroischen Spiegd, der in diese Richtung das langerwelige
Emissondicht passeren lief3, die kirzerwellige Anregungssrahlung aber zum grofden Tel
reflektiete.  Ein  nachgeschdteter Sperrfilter hidt auch die Reste der Anregungsstrahlung
zuriick, so dass nur das emittierte Licht detektiet wurde. Die Detektion erfolgte mit einem
Photomultiplier (PMT 710, PTI) oder ener Redlichtkamera (1C-200, PTI), die die
entreffenden  optischen Signde in  dektriscche  umwanddten, versarkten und zu enem
Computer weterleiteten. Der  Computer diente zur Steuerung der  Aufnahmen,  zur
Datenspeicherung und - auswertung.
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Abb. 2.1: Funktionsprinzip der Messaparatur
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Bei der Auswertung (s Abb. 2.2) wurde immer zuerst ein Kontrollwert (MWkon) ermittelt.
Bei ener Anderung des Messwertes (MW) aufgrund der Gabe ener Substanz oder der
Anderung einer lonen-Konzentration wurde die maximae Amplitude der Anderung des
Messwertes (MWyx) efasst. Bildete man die Differenz MWpax - MWkon, SO erhiet man die
Anderung des Messwertes (D MW). Erfolgte eine zweite Stimulation, so wurde zunéchst
MWokon2, dann MWpmax2 bestimmt und daraus D MW2 erechnet. Alle Werte wurden in
Tabedlen erfasst und die Mittelwerte und der SEM berechnet.

8 -
MWMaX| PO -
o)
=
7}
0
O
=
MWKon...... RSN U,
T 1 . |
1. Gabe der Substanz X 2. Gabe der Substanz X
11 oder [lon Y], oder [lon Y],
0 T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Zeit [min]

Abb. 2.2: Darstellung der Datenauswertung.

Zuerst wurde ein Kontrollwert (MWkon) erfasst, anschlieRend die maximale Amplitude
des Messwertes (MWwax). Bildet man die Differenz der beiden Werte, so erhalt man
die mximale Amplitude der Anderung des Messwertes (Dww).

Ba dlen Huoreszenzexperimenten wurde ene egens kondruiete  metdlene
Perfusonskammer  (Werkstatt Pharmakologisches  Inditut, Tobingen) benutzt, in die
Deckglaser (£ 30 mm, # 1, Menzd, D) eingesstzt wurden, welche as Kammerboden
funktionierten (Abb. 2.3). Diese waren mit 120 ul ener mit A. bidest 1.6 verdinnten Poly-L-
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Lysn Sammlésung beschichtet worden und wurden nicht lénger ds zwe Tage nach
Beschichtung fir Experimente verwendet.

Schraubverschlufd
Kunststoffring

Deckglas

Dichtung

Metal lkammer

oo

Abb. 2.3: Aufbau der Perfusionskammer

Der Zulauf von Losungen in die Kammer efolgte Uber en Schlauchsystem, das in ener
gebogenen  Injektionsnadd  mindete. Die Absaugung bedand ebenfdls aus ener
Injektionsnadd, die Uber enen Kunddoffschlauch mit enem Auffanggefdd verbunden war.
Dort wurde Uber eine Membranluftpumpe ein Unterdruck erzeugt, welcher das kongtante
Absaugen der BadlGsung gewdhrledete. Als Vorrasgefdde fur die Pufferlésungen dienten
en 500 ml Kungsoffgefdd sowie sechs 50 ml Kungtstoffspritzen, deren Ausgénge Uber Dre-
Wege-Hahne mitenander verbunden waren, womit auch der Zulaff der enzdnen
Pufferldsungen gesteuert werden konnte. Zwischen die Vorratsgefa3e und den Zulauf war en
Tropf geschdtet, der fUr enen kondanten, luftblasenfreien HuR sorgte Der Zulauf sebst
fihrte durch ene 50 ml Kungdoffgritze, die mit enem Wasserbad (Medingen, D)
verbunden war, wodurch die zufliefenden Pufferlésungen auf 37 °C e'wdrmt wurden. Die
Vorrasgefdle waren an eing Metdlstange befestigt und befanden sch 20 cm oberhdb der
Perfusonskammer, so dal3 die Gravitaion as trebende Kraft fur den Losungsflud diente (s.
Abb. 2.4).
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1 Vorratsgefalde 6 Absauge

2 Tropf 7 Mikroskoptisch V
3 Wasserbad mit Thermostat 8 Auffanggefand
und Warmespirale (37 °C) 9 Pumpe

4 Zulauf

5 Perfusionskammer

Abb. 2.4: Darstellung des Losungsflusses

Be dlen Expeimenten, die mit dem Photomultiplier durchgefihrt wurden, wurde die
Huoreszenz Uber en 30x30 pm groles Me¥ensder efdd. Das Me¥ensder wurde <o
augerichtet, dald es Uber dem Tel der afferenten Arteriole zu liegen kam, der dem
Glomerulus am nachsen war und umfade ca. 6-8 Zdlen. Be dlen Experimenten, be denen
die Redlichtkamera verwendet wurde, wurden die Glomerula und die afferente Arteriole
wahrend des Experimentes mit zwel Hdtepipetten fixiert. Dazu dienten zwe Glaskapillaren
unterschiedlichen Durchmessers, die mit einem Elektrodenziengerd (DMZ Universd  Puller,
Zetz Indruments, D) hergestdlt wurden. Zur Fixierung des Glomerulus diente eine Pipette
mit einem Spitzendurchmesser von ca. 20 um, welche aus einem Hamatokritréhrchen (Mikro
Hamatokritrohrchen, 1.D. 1.15 mm, O.D. 1.55 mm, Brand, D) gezogen wurde. Zur Fixierung
der afferenten Arteriole diente eine Pipette mit einem Spitzendurchmesser von ca. 5 um, die
aus Elektrodenglas (Boroglicat Glaskepillaren GC 150 TF - 15, Clark Electromedical
Instruments, UK) gezogen wurde. Beide Pipetten waren Uber je einen Kungstoffschlauch mit
je e@nem Mundgtiick verbunden, Uber die der Glomerulus bzw. die afferente Arteriole
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angesaugt wurden. Weiterhin waren die Pipetten mit enem flissgketsgefillten  U-Rohr
verbunden, Uber das ein Unterdruck angelegt werden konnte. Dieser Unterdruck diente
letztlich zur Fixierung des Prdparates wahrend des Experiments. Zur Postionierung der
Pipetten wurden zwei Mikromanipulatoren verwendet (Leitz bzw. Mazhduser, D), die ene
Bewegung in dlen dre Raumrichtungen ermdglichten. Wahrend des Experiments wurden
von der Kamea Bilder des gesamten Glomerulus inklusve afferenter  Arteriole
affgenommen. Be der Auswertung wurde die Anderung der Fluoreszenzintensitdt  nur
innerhadb ene zu diesem Zeitpunkt festgelegten Region (Region of interest, ROI) efdd. Die
ROI befand sch immer am Gefd3pol und umfalde ca 4-6 Zdlen (vgl. Abb. 2.5). Um die
Zdlen am Gefdypol besser identifizieren und somit die ROl besser plazieren zu konnen,
wurde von jedem Gefd3 vor Beginn des Experimentes ein Hdlfddbild aufgenommen, wobe
zur Reduktion der Lichtintenstét dre Graufilter (ND 2A, ND 16A, ND 32, Nikon) in den
Strahlengang eingeftinrt wurden.

Abb.: 2.5: Hellfeldbild eines frisch isolierten Glomerulus mit anhangender afferenter
Arteriole aus der Niere einer kochsalzarm ernéhrten Ratte.

Man kann deutlich einen distalen Abschnitt mir rundlichen reninsezernierenden
Zellen (Pfeile) von einem proximalen Abschnitt mit regelméRig angeordneten glatten
Muskelzellen (*) unterscheiden. Die Aufnahme erfolgte mit einer Restlichtkamera (IC-
200, PTI) unter Verwendung eines 100x Fluoreszenz-Olimmersionsobjektivs (N.A.:
1.3, CF Fluor Plan, Nikon). GI, Glomerulus; aA, afferente Arteriole; HP, Haltepipette.
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Sowohl die Potentidmessungen ads auch die Cdciummessungen wurden ausschliefdich an
reninsezernierenden  Zdlen  von  Ratten  durchgefuihrt, welche ene Furosemidapplikation

erhdten hatte und kochsalzarm ernghrt worden waren.

2.2.3.b) Messung des Membranpotentials

Zur Messung des Membranpotentids der reninsezernierenden Zellen der Ratte wurde die
oben beschriebene Apparaur benutzt, wobe e@n fir den  spannungssengtiven
Fuorezenzfarbstoff  DIBAC4(3)  (bis-(1,3- Dibutylbarbitursiure) Trimethinoxonol,  Molecular
Probes, OR, U.SA. gpezifischer dichroischer Spiegd (DM 505, Nikon) und ein
Langpasdfilter (BA 520, Nikon) verwendet wurden. DIBAC,4(3) wurde mit einer Welenldnge
von 488 nm £ 4 nm angeregt und emittiertes Licht mit ener Wellenldnge > 520 nm wurde mit
enem Photomultiplier gemessen. DIBAC4(3) enthdt delokaiserte negative Ladungen und
gdangt durch Diffuson durch die Plasmamembran in die Zdle (Brauner et al., 1984 nach
Waggoner, 1976). Dort bindet DIBAC4(3) an hydrophobe Bestandteile von Proteinen und
Membranen, wodurch es zu enem Angieg der Fluoreszenzintenstét kommt (Bréuner et al.,
1984; Epps et al., 1994). Das Eindringen des Farbgioffs in die Zdlen geht um o leichter, je
depolariserter die Zdlen snd (Andieg der Huoreszenzintenstét). Erfolgt hingegen ene
Hyperpolarisation, so wird der Farbstoff von den Zellen abgestol3en und es efolgt ene
Abnahme dea Huoreszenzintendtét; ungebundener Farbstoff zeigt kene wesentliche
Fluorezenz. Daher héngt die Huoreszenzintensté direkt von der Menge an intrazelulér
gebundenem Farbstoff und damit von der potentidabhéngigen Menge an aufgenommenem
Farbstoff abhangt, kann de ds Mal fur das Membranpotentid verwendet werden (Bréuner et
al., 1984; Epps et al., 1994). Wahrend der Experimente wurden die Glomeruli kontinuierlich
mit 1 uM DIBAC4(3) in HEPES-gepufferter physologischer Sdzlosung (HEPES-PS), bel
aner FlielRgeschwindigkeit von 1 ml mint und bei 37 °C Uberstromt. 80 min nach Beginn der
Inkubation hatte die Huorezenzintendtét enen dabilen Wert ereicht, so dass mit der

Messung begonnen werden konnte.

Die Aufnéhme sowie die Auswertung der Daen eafolgle mit dem Anadysenprogranm
FeliX™ (Version 1.01, PT1). Die Aufnahmerate betrug 0.5 Punkte s*.
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Kdibrierung des Sytems.

Zur Bestimmung der Potentid@nderungen wurde das Fluoreszenzsigna entsprechend der bel
Langheinrich & Daut (1997) angegebenen Methode kdibriert. Dabei  wurden die
Plasmamembranen mit 1 pM des Na'-K™-lonophors Gramicidin permesbilisert und Na'
wurde in der HEPES-PS durch das impermesble Kation NMDG (N-methyl-D-glucamin)
esetzt. Daher konnte dann in Gegenwart von DIBAC4(3) das Membranpotentid der Zdlen
durch Anderung der [K™]o bestimmt werden, wobei die NMDG-Konzentration zur Erhaltung
der Osmolaritét angeglichen wurde. Es wurden 5 verschiedene [K™]o verwendet (2.8, 10, 25,
30 und 40 mM) und es wurde von einer [K']; von 140 mM ausgegangen, so dass das
Membranpotentiad entsprechend der Nernst-Glechung zwischen -102 mV und -33 mV

variiert wurde.

Esgilt die Nerngt-Gleichung:

E«=(RT/zF) * In([X]o / [X]) 1)
Ex = Gleichgewichtspotentid fir daslon X
R = Gaskonstante (8.314 JK ™! mol™h)
T = absolute Temperatur in Kevin
z = Wertigkeit deslons X
F = Faraday - Konstante (9.648 * 10* C mol™})
Xloi = Konzentrationen des lons X auf der Aul3en bzw. Innensaite der Membran

FUr ein einwertiges pogtives lon gilt (bel ener Temperatur von 37 °C = 310 K):

Ex=61.5mV * log ([X]o / [X];) )

Fir die getesteten [K '], ergeben sich folgende Potentiale:

-105 mV 61.5mV * log ([2.8] / [140])
71 mV = 6L5mV * log ([10] / [140])

-46 mV = 61.5mV * log ([25] / [140])
-41 mV = 61.5mV * log ([30] / [14Q])
-3Amv = 61.5mV * log ([40] / [140])
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Es wurden 5 Eichungen durchgefiiht (ds Beispied sehe Abb. 26) und die be den
verschiedenen [K™], gemessenen Huoreszenzintensitdten in Prozent ermittelt, wobe  die
Intensitat unter Normal bedingungen (2.8 mM [K o) gleich 100 % gesetzt wurde.

Fiir die verwendeten [K ], ergaben sich folgende Werte:

28mM [K'o 100 % (5)

10mM [K o 106 + 1 % (5)
25mM [K*]o 113+ 0% (1)
30 MM [K*]o 115+ 0 % (1)
40 MM [K "o 118 + 1 % (4)

= N N N N
© o = [N w

cowﬂs*seci[*loﬁ

=
©

(I ———______  IIaaa— I
2.8 40 10 [K*], (MM)

=
\l

10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [min]

o

Abb. 2.6: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitit von [K™], in DiBAC4(3)-beladenen
reninsezernierenden Zellen.

Erhohung der [K'], von 2.8 auf 40 mM fiihrte zu einem reversiblen Anstieg der
Fluoreszensintensitat um 20 %, wogegen eine Erhéhung von 2.8 auf 10 mM [K™], zu

einem reversiblen Anstieg um ca. 8 % fuhrte.
Korrdiete man die gemessene Huoreszenzintensitét in Prozent und das mittds Nerngt-

Gleichung errechnete Membranpotentid und berechnete man eine Regressonsgerade so ergab
sch eine lineare Abhangigkeit, wasin Abb. 2.7 dargestdllt i<t
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Die verwendete Formel zur Berechnung der Regressionsgeraden lautete:

y =a+bx 3

= Huoreszenzintengtét
Y - Achsenabschnitt
= Steigungskoeffizient
= Membranpotentia

X T oo <
I

Dabel ergaben sich folgende Werte:

a = 125+ 1.08
b = 0.25+0.02
r = 0.98

Eine Anderung der Huoreszenzintensitd (DF) um 025 + 0.02 % entsprach aso einer
Membranpotential&nderung um 1 mV.

125 4
120 A
115 A

110 A

Fluoreszenz [%]

105 ~

100 A

2.8 10 25 30 40 K*, [mM]

95

-100 -80 -60 -40 -20

Nernst - Potential [mV]

Abb. 2.7: Abhangigkeit der Fluoreszenzintensitat vom Nernst-Potential in DIBAC4(3)-
beladenen reninsezernierenden Zellen.

Die Gerade gibt die Regression durch die Einzelwerte. Gefittet wurde mit folgender
Gleichung: y=a+bx, wobei a=125+1.08, b=0.25+0.02, r=0.98. [K*]=140mM, [K*],=2.8,
10, 25, 30 und 40 mM, die berechneten Nernst-Potentiale betragen -105, -71, -46,

-41 und -34 mV (s.S. 51).
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¢) Messung der intrazelluldren Calcium-Konzentration

Zur Messung der [C&']; wurde das Mikroskop mit einem dichroischen Spiegel (430DCLPO2,
Omega Opticd, VT, U.SA.) und enem Interferenzbarrierefilter (510WB40, Omega Optica)
augyedtatet. Die Anregungswelenléngen betrugen 340 nm £ 5 nm und 380 nm £ 4 nm und
zur Messung des emittieten Lichts wurde zundchst en  Photomultiplier, spéer ene
Redlichtkamera verwendet. Letztere verfigte zwar nicht Uber die gleiche Empfindlichkat wie
der Photomultiplier, ermdglichte aber ene bessere rdumliche Dargelung und damit ene
bessere ldentifizierung der Zdlen. Die Intendté des emittieten Lichts wurde be  ener
Waellenlange von 510 nm gemessen. Zur Besimmung der [C&*]; wurde der Calcium-senstive
Fuoreszenzfarbstoff ~ FURA-2  (1-[2-(5-Carboxyoxazol- 2-yl)- 6-aminobenzofuran 5- oxy] - 2-
(2 -amino-5"-methylphenoxy)-ethantN,N,N",N"-tetraessigsaure), Molecular Probes) in  der
membrangangigen Form  ads Azetoxymethylester verwendet. In diessr ungdadenen Form
geangt der Farbstoff durch Diffuson durch die Plasmamembran in das Cytoplasma, wo
durch endogene Edterasen der Azetoxymethylesterrest abgespaten wird, so dass der Farbstoff
as Anion vorliegt. In dieser Form kann er nicht mehr durch die Plasmamembran diffundieren,
S0 dass er 9ch im Cytoplasma anreichert. Die Farbstoffbeladung erfolgte mit 16 uM Fura2 +
0.04 % des Detergens Pluronic F127 in HEPES-PS fur 60 min bel Raumtemperatur. Nach der
Farbstoffbeladung wurden die Glomeruli noch fir 30 min in HEPES-PS bel Raumtemperatur
gewaschen.

Be der Bestimmung der [C&']; mit Fura-2 macht man sich zunutze, dass der Farbstoff bei
Bindung von Cddum sein Anregungsspektrum hin zu kirzeren Welenldngen verschiebt
(Abb. 2.8). Das Anregungsspektrum ist die Intendtét der emittierten Fluoreszenz, gemessen
be ena feten Wedlenldnge (hie: 510 nm), ds Funktion der Weélenldnge des
Anregungdichts. Die Verschiebung des Anregungsspektrums ermiglicht die Anregung mit
zwe verschiedenen Wdlenldangen (hier: 340 nm und 380 nm), deren Intensit&t gemessen be
510 nm invers aif Ca&*-Bindung resgiet. Bindet Fura2 Cddum, so nimmt die
Emissonantendté be Anregung mit 340 nm zu, ba Anregung mit 380 nm jedoch ab. Bildet
man den Quotienten der Huoreszenzintenstdten beder Anregungswellenlangen ("Ratio’-
Methode), s0 ig der ermittete Quotient R (Fluoreszenzintensitét des Cacium-gebundenen /
Fluoreszenzintensitét des Calcium-freien Farbstoffes, F 340 / F 380) Uber folgende Formel
(Grynkiewicz et al., 1985) direkt mit der Caciumkonzentration verknipft:



[Ca']i = Kp * (R - Ruin) / (Rmax - R) * (Sf2/ Sb2) 4

Kb = Dissoziationskonstante des Fura- Cdcium-Komplexes

R = F340/F 380

Rmax = F 340/ F 380 bei séttigender Calcium-Konzentration

Rmin = F 340/ F 380 bei Calcium-freier Lésung

(Sfr2/p2) = Verhdtnis der Fuoreszenzintenstéten be 380 nm  Anregung von

Cdcdum-fraem / Caddum-gebundenem Farbstoff

2.0 -

1.5 -

counts * sec [* 109
=
o

0.5 -

0.0 -
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Wellenlange [nm]

Abb. 2.8: Anregungsspektrum von FURA-2 in HEPES-PS + EGTA (pH 7.2) bei
verschiedenen Konzentrationen an freiem Calcium.

Mit zunehmender Konzentration an freiem Calcium kommt es zu einer Verschiebung
des Anregungsspektrum zu kirzeren Wellenl&dngen. Die Emission wurde bei 510 nm

gemessen, von allen Spektren wurde der Hintergrund abgezogen.
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Intrazdlluldre Kdlibrierung des Systems

Zun&chst wurde eine Kadibrierung des Fura2 Sgnds von reninsezernierenden Zellen der
afferenten Arteriole durchgefihrt (intrazdluldre Kadibrierung). Um ene Korreation zwischen
der Fluoreszenzintensité und der [Ca?']i herstellen zu konnen, mue diese auf einen
definierten Wert eingestdlt werden. Dazu wurde der Cdcium-freen Losung (HEPES-PS +
EGTA) und der Cacium gesitigten Lésung (HEPES-PS + Ca?*-EGTA) 5 uM des Calcium-
lonophors lonomycin  zugesstzt und s en Audausch zwischen dem intraa und dem
extrazdlul@den  Cdcium-Pool des Quotienten  unter
Normabedingungen wurde das Prgparat zunachs mit HEPES-PS (2 R) pefundiet.

emoglicht.  Zur  Besimmung
Anschlielend wurden die Fuoreszenzintendtéten der beiden  Anregungswelenldngen  be
Applikation von HEPES-PS + EGTA (2 Rpin) und von HEPES-PS + Ca?*-EGTA (Rmax)
bestimmt. Nach Abzug der jeweligen Hintergrundfluoreszenz (Fluoreszenzintenstéten der
beiden Anregungswvedlenlangen gemessen in ener zdlfreen HEPES-PS) wurde Ry, und
Rnax sowie (Sf2 / Sb2) berechnet. Bei der Umrechnung der jewelligen Quotienten in
Cdciumkonzentrationen wurde zum einen die be der Ergstbeschreibung des Farbstoffes von
Grynkiewicz et al. (1985) besimmte Kd von 224 nM (zdlfreie Kdibrierung), zum anderen
der von Jensen et al. (1993) in glatten Muskezdlen der Mesenteridarterien der Ratte
bestimmte Wert von 342 nM verwendet.

Zunéchgt wurden 9 Kdibrierungen unter Anwesenheit von 5 puM lonomycin durchgefiihrt, bei
denen folgende Werte ermittelt wurden:

R Rmin Rmax (Sf2/S02) | [Ca™; [Ca™];
Kd=224nM | Kd=342nM
Mittelwert 0.83 0.31 3.10 5.39 261 391
SEM 0.09 0.04 1.25 1.46 52 81

Die hier ermittelten Werte fir Ryax und (Sf2 / Sb2) fiden deutlich kleiner aus ds bel Jensen et
al. (1993) beschrieben (Rmax = 12.2 £ 0.02 und (Sf2 / Sb2) = 10.3 + 0.4), was auf einen
unzuldnglichen Audausch zwischen extra und intrazdlulrem Caddum-Pool  hindeuten
konnte. Bel Erhdhung der [Ca?*], miisste einerseits F 340 und damit auch Rnax grolRer werden
und gleichzeitig misste Sb2 kleiner und damit auch (Sf2 / Sh2) groler werden. Um dies zu
Uberprifen wurde die lonomycin-Konzentration auf 20 pM  erhoht, was aer in zwel
Experimenten zu keiner Steigerung des Rnax - und des (Sf2 / Sh2)-Wertes fuhrte. Dies konnte
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auch durch ene wetere Erhéhung auf 50 pM
ermittelten Werte sind in der folgenden Tabelle aufgefinrt:

lonomycin nicht erreicht werden. Die

[lonomycin] R Rmin Rmax (Sf2/Sb2) | [Ca®]; [Ca”™™];
Kd=224nM | Kd=342nM
20 uM 0.80 0.25 1.92 4.45 245 373
20 uM 0.86 0.30 5.02 9.54 280 427
50 uM 0.77 0.27 5.79 11.77 228 347
50 uM 0.68 0.30 6.14 2.62 179 273

Da ene Erhthung der lonomycin-Konzentration keine Wirkung zeigte und en unzuldnglicher
Audausch  zwischen  extraa  und  intrazdlul&em Cddum-Pool auch auf Cadum-
Extrusonsmechanismen (zB. Cadcum-ATPasen) und auf die Aufnéhme von Cdcdum in
intrazdluldre Speicher (zB. das Sarcoplasmatisches Reticllum und die Mitochondrien)
zuriickgefihrt werden kann, wurde in enem waeiteren Schritt zusdtzlich zu 10 uM lonomycin

auch CCCP (Cabonylzyanid-3-chlorphenylhydrazon) sowie Rotenon gppliziet. Das
Protonophor CCCP entkoppdt die oxidative Phosphorylierung und inhibiet so die
mitochondride Cdcdium-Aufnahme. Rotenon blockiert den mitochondriden

Elektronentrangport, wodurch die  ATP-Produktion inhibiert wird. Beide Substanzen
zusammen flhren zu ener geringeren Aufnehme von Cadcdum in intrazdlulére Speicher bzw.
hemmen ATP &bhdngige Cddum-Pumpen und erlechtern somit den Austausch zwischen
extra und intrazdlul&rem Cddum-Pool (Sidky et al., 1997). Die beiden Substanzen wurden
im erden Experiment in Konzentrationen von 25 pM CCCP (Literaturwerte: 2 uM - 3 mM;
z.B. Fierro et al., 1998; Kamishima et al., 2000) bzw. 10 uM Rotenon (Literaturwerte: 2 uM -
100 pM; z.B. Sugiyama und Goldman, 1995; Agdakova et al., 1997) fur 10 min in HEPES-
PS vor Bestimmung von Rumin, Rmax und (Sf2 / Sb2) appliziert. Da der Ryax-Wert dadurch
nicht gesteiget werden konnte, wurden in einem zweiten Experiment die Konzentrationen
von CCCP und Rotenon verdoppelt und die Vorgpplikationszeit auf 30 min ausgedehnt, was

jedoch ohne Erfolg blieb. Die ermittelten Werte sind in der folgenden Tabelle aufgelitet:

lonomycin / CCCP R Rmin Rmax | Sf2/Sb2 | [Ca“; [Ca® "],
/ Rotenon [uM] Kd=224nM | Kd=342nM
10/ 25/ 10 0.65 0.30 6.18 12.56 163 249
10/50/ 20 0.87 0.34 4.21 8.56 286 435
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ZdIfreie Kdibrierung des Sysems

Diese Ergebnisse lassen den Schluld zu, dass die Zdlen immer noch in der Lage snd ihre
[Ca®"]i zu regulieren, weil zB. die verwendeten Substanzen nicht in ausreichendem Mal zu
den reninsezernirenden Zdlen gdangen und so ihre Wirkung nicht voll entfdten kodnnen.
Die Problematik der intrazdluldren Kadibrierung des FuraSignds in glaten Muskezdlen
wurde auch von Camines et al. (1993) durch Messungen an renden Arteriolen des
Kaninchens bestétigt, weswegen im Anschiuld daran ene zdlfrade Kdibrierung nach der von
Grynkiewicz et al. (1985) beschriebenen Methode durchgefiihrt wurde. Um Rmin, Rmax, SF2,
2 und die Kd zu bestimmen, wurde ene Titration von Fura2 mit Cacium nach der
Anldtung aus dem Handbuch zur FeiXO Software (PTI, 1995) durchgefiihrt. Ausgehend
von HEPES-PS + EGTA wurde die Cacium-Konzentration schrittweise um 1 mM erhoht, bis
ghliieflich dn Cddum-gesittiger Puffer vorlag (HEPES-PS + Ca?*-EGTA). Die
Konzentration an frdem Cacium wurde mit dem Programm “Cdcium” (Dr. T. Suzuki,
Audrdian Nationd Universty, Canberra, Audrdia und Dr. U. Russ, Pharmakologisches
Ingtitut, TUbingen) berechnet, wobe folgende Parameter vor der Berechnung festgelegt

wurden:

[Ca®™] = Die jewels engesetzte Gesamt Cdcium-Konzentration wurde von 0O
mM ausgehend (HEPES-PS + EGTA) be jeder neuen Berechnung um
1 mM bis af 10 mM (HEPES-PS + Ca&*-EGTA) erhdht und der
jewelige Wet zur Berechnung der fraen Cdcdium-Konzentration

verwendet.

[Mg?'] = 1 mM

[EGTA] = 9mM

[ATP| = 0mM

lonenstérke = 0.1

pH = 7.2

Temperatur = 25°C

Kb = Die Kp des Ca**-EGTA-Komplexes wurde durch das Programm

emittelt, wozu es die jeweligen Vorgaben sowie pK- und Enthdpie-
Werte aus Martdl und Smith (1974), Critical gability congtant, Vol. 1,

Plenum Press, New Y ork verwendete.
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Dabe ergaben sch folgende Konzentrationen an freiem Cacium:

Gesamt-|OmMM | I1mM [ 2mM | 3mM |[4mM [5mM [6mM | 7mM |8 mM | 9mM | 10

[Ca®™] mvi
Freies | OnM | 17.78 | 40.74 [ 70.79 | 112.2 | 177.8 | 281.8 [ 501.2 | 1.15 | 36.3 [1mM
[Ca?"] M | oM [ nM [ oM [ nM | M | nM | uM | pM

Von jeder dieser Lésungen wurde ein Anregungsspektrum von 300 - 450 nm aufgenommen
und die emittierte Fluoreszenz bei 510 nm gemessen (s. Abb. 2.8, S. 55). Von den ermittelten
Intensitéten wurde vor Bestimmung der Parameter der Hintergrund abgezogen. Die R-Werte
wurden gegen die free Cadumkonzentration hablogarithmisch — aufgetragen, eine
Regressonskurve berechnet und daraus die Kd bestimmt. Die verwendete Forme leitet sich
von der Grynkiewicz-Gleichung (Gl. 4, S. 55) durch Auflésen nach R ab:

R=([C&"]i * Rmax + (5f2/ S02) * Kp * Rmin) / ([C&']i + (SF2/ Sh2) *Kp)  (5)

R = F340/F 380

[Ca™; = Calcium-Konzentration

Rmax = F 340/ F 380 be sittigender Calcium-Konzentration

Sf2/ Sh2 = Vehdtnis der Fluoreszenzintensitét bel 380 nm Anregung von
Cdcium-gebundenem / Cdcium-freiem Farbstoff

Kb = Dissoziationskongtante des Fura - Cacum-Komplexes

Rin = F 340/ F 380 bei Cacium-freer Lésung
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Es wurden drel Titrationen durchgefiihrt (ds Beispid s. Abb. 2.9). Die gemessenen Werte fur
Rmin, Rmax, (Sf2 / Sh2) sowie die durch die Regressonsgleichung ermittelte Kd sind in der

folgenden Tabdle zusammengefass.
1. Titration 0.27 13.19 14.83 169
2. Titration 0.26 13.80 16.54 182
3. Titration 0.26 11.36 11.74 226
Mittelwert 0.26 12.78 14.37 192
SEM 3.33* 10°° 0.73 1.41 18
12
10 -
8
R
6 4
4 -
2
O | @

104 10° 102 10! 10° 10! 102 10% 104 10> 10¢

Calcium [nM]

Abb. 2.9: Abhéngigkeit des R-Wertes von [Ca®"], in der zellfreien Kalibrierung.

Konzentrationsabhangiger Anstieg von R (F340 nm / F380 nm) bei steigender

Calciumkonzentration. Die Kurve zeigt die Anpassung der Gleichung 4 (S. 55) an die

Einzelwerte. Kp=226+9 nM; Rmin=0.26; Rmax=11.36; Sf2/Sb2=11.74.
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Die hierbei ermittelte Kd von 192 nM (s. Tabelle S. 60) wurde alen Berechnungen der [C&'];
zugrundegeegt. Die Werte fUr Ryin, Rmax und (Sf2 / Sh2) gdten fir folgende Experimente:

- 3.2.1. Depolaristion mit Kaium

- 3.2.2. Abhéngigkeit des Cdcium-Angiegs von extrazdluldem Cdcium

Nach dem Austausch der Fluoreszenzlampe am 26.08.1998 wurden die Werte fur Rnin, Rnax
und (Sf2 / Sb2) neu bestimmt. Hierzu wurden die Huoreszenzintenstéten in HEPES-PS +
EGTA und in HEPES-PS + Ca&2"-EGTA ermittdlt, aus denen die benétigten Werte berechnet
werden konnten.

Rmin: 0.27

Rmax: 15.45

(Sf2/Sb2): 20.27

Diese Werte gdten fur folgende Experimente;

- 3.2.3. Effekt desL-Typ Cdcum-Kanablockers Isradipin

- 3.2.4. Abhangigkeit der [Ca?*]; von der [C&']o

- 34. Effekte des Katp-Kanatffners LCRK und des Katp-Kanablockers GBC auf das
Membranpotential und die [Ca?*];

Nach Ingdlation der Redtlichtkamera im Februar 1999 wurden Rmin, Rmax und (Sf2 / Sh2)
erneut bestimmt, wobel sich folgende Werte ergaben:

Rmin: 0.61

Rmax: 11.80

(Sf2/Sb2): 7.85

Diese Werte gdten flr folgende Experimente:

- 3.3. FEffektevon ANG Il auf [C&™];

Ba Vewendung des Photomultipliers erfolgte die Aufnéhme sowie die Andyse der Daen
mit der Fluoreszenz - Andysen - Software FeiX, be Benutzung der Redtlichtkamera wurde
die Fuoreszenz mit der Andysen - Software ImageMaster™ fur Windows (Verson 1.0.001,
PTI) aufgenommen und ausgewertet. Die Aufnahmerate betrug bel Messungen mit dem
Photomultiplier 1 Punkt s, be Aufnehmen mit der Redtlichtkamera wurde ene Mittelung
Uber 32 Bilder pro Welenlange durchgefiihrt; Die Aufnahmefrequenz fir ein Ratiobild betrug
ca 0.3Hz
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2.2.4. Untersuchung der Exo- und Endozytose mit FM 1-43

Be der Ausschedung (Sekretion) von Inhdtsstoffen aus Zdlen spidt der Prozel3 der
Exozytose eine wichtige Rolle. Die Exozytose ermoglicht es den Zdlen ua Makromolekiile
in den Extrazdluldraum adbzugeben, fir die die Pasmamembran ansonden en
uniberwindliches Hindernis dargelt. Die frezusstzenden Makromolekile werden in
sekretorischen Veskeln gespeichert, die entweder kontinuierlich oder auf en Signd hin
sezemniet werden. Be der Sekretion kommt es zur Verschmelzung der Vesked- mit der
Pasmamembran, wodurch die Inhdtsstoffe in den Extrazdlularaum freigeseizt werden und
gleichzeitig die Hache der Plasmamembran um den Betrag der Veskdfléche zunimmt. Damit
die Oberflache sekretorischer Zelen nicht besténdig zunimmt, muf3 die be der Sekretion
hinzugewonnene  Membranfléche wieder aus der Plasmamembran entfernt werden. Dies
geschieht durch die sogenannte Endozytose, ein Prozess, be dem en Veskd aus der
Plasmamembran in das Zytoplasma abgeschnirt wird und die Zdlen so Stoffe aus dem
Extrazelul&raum aufnehmen.

Die ldee fur die nachfolgend beschriebenen Experimente begriindet sch auf der Tatsache,
dass fortwdhrend Veskd an ener Stele der Plasmamembran abgeschnirt werden und an
ener anderen Stedle wieder mit ihr fusonieren, was enen sandigen Membranflu® zur Folge
hat.

Als Exo-, Endocytosemarker wurde der Styryl-Farbstoff FM®  1-43 (N-(3-
Triethylammoniumpropyl)-4- (4- (dibutylamino)styryl)pyridiniumdibromid) verwendet, der
edmas von Betiz und Bewick.(1992) und von Beiz et al. (1992) zur Beobachtung und
Dastelung des Veskdrecyclings in motorischen Endplatten des Frosches Rana pipiens
benutzt wurde. Die Autoren vermuten, dal3 sSch die Farbstoffmolekile an der extrazdluldren
Saite der Plasmamembran anlagern, ohne dal3 se die Membran durchdringen konnen. Kommt
es zur Endocytose, so werden Fabstoffmolekile in den sch  bildenden Vesken
eingeschlossen und gelangen auf diesem Weg in das Cytoplasma der Zdlen (Betz et al. 1992
b). Der Farbstoff entfdtet seine Huorseszenz ers bel Bindung an Membranen, i dso in
wa¥igen Lésungen nicht fluoreszierend.

Die Experimente wurden im Anatomischen Ingtitut am dortigen Laser Scanning Mikroskop
(LSM 410 invert mit Mikroskop Axiovert 135 M, Zess, D) unter Verwendung enes 63x
Wassrimmersonsobjektivs (Zelss, D) durchgefihrt. Die Auswertung efolgle mit dem
Progranm LSM 4 Software (Veson 350). Im Gegensaiz zu enem herkémmlichen
Mikroskop wird bei enem LSM nur Licht aus der Fokusebene aufgefangen, wogegen
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Streulich aus darunter- und dartberliegenden Ebenen durch ene zusdzliche Lochblende
(Pinhole) ausgeschlossen wird. Dies hat eine wesentlich bessere Auflosung zur  Folge,
wodurch Aufnahmen und Beobachtungen im subzeluldren Bereich verbessert oder sogar erst
emoglicht werden. Diese Anforderung wird zwar von Elektronenmikroskopen ebenfdls
eflllt, jedoch i man dann an fixiertes Materid gebunden, kann dso nicht den Ablauf
physiologischer Prozesse in Echtzeit verfolgen.

Die Anregung efolgte mit enem ArgonLasxy ba 488 nm, Emissondicht mit ener
Widlenlénge von > 515 nm wurde mit enem Photomultiplier gemessen. Be der Aufnahme
wurde das Prgparat in den XY-Ebene zelenweise mit Lasarlicht bedrahlt, die Intenstét des
Emissondicht mit enem Photomultiplier gemessen, mit der Podtion des Lasardrahls
verrechnet und aus den Werten wieder en zwedimensonaes Bild zusammengefiigt.

Alle Experimente wurden an reninsezernierenden Zellen aus der Rattenniere durchgefuirt.
Es handdte sch daba ausschlielich um Raten, die eine Furosemidgpplikation und ene
NaCl-ame Di& erhdten hatten. Die Prdparation efolgte mittels enzymatischer Préparation
(Kapitd 2.2.1), der Trangport und die Aufbewahrung der Glomerula erfolgte in gekihltem (8
°C) HEPES-PS auf Eis. Be einem Tel der Experimente wurde sowohl die Prdparation, als
auch der Transport und die Aufbewahrung der Glomerula in 100 mM  Sucrose-Puffer
durchgefuihrt, da hypertone Ldsungen die Reninsekretion inhibieren (Jensen und Skott, 1993;
Schricker und Kurtz, 1995). Be dlen Experimenten wurde eine eigens kondruierte
Pearfusonskammer aus Messing benutzt, in die Deckgléser (£ 30 mm, # 1, Menzd, D)
eingesetzt wurden, welche as Kammerboden funktionierten. Diese waren am Tag zuvor mit
120 yl ener mit A. bides 1.6 verdinnten Poly-L-Lysn Stammldsung beschichtet worden und
wurden nicht langer ds fir zwel Tage nach Beschichtung fir Experimente verwendet. Zur
Abdichtung der Kammer wurden die Deckgldsr mit Slikonfett an der Unterseite der
Kammer befestigt. Die Kammer wa Uber ein Schlauchsysem mit enem Wasserbad
verbunden und wurde darlber erwarmt, so dal? die Temperatur im Bad 37 °C betrug. Ebenso
waren die Puffer-Vorratsgefd3e und die zufihrenden Schlauche mit dem  Wasserbad
verbunden, so dal3 auch die in das Bad stromende Pufferlésung auf 37 °C eewarmt wurde. Das
Hissgketsvolumen der Perfusonskammer betrug be eingechdteter Perfuson 400 pl, die
Fiefgeschwindigkeit betrug ca 15 ml minl. Als Zu- und Ablaf dienten zwe in
unterschiedlicher  Héhe in die Kammer gebohrte Ofnungen. Der lbrige Aufbau  zur
Superfuson der Glomerula gleicht dem im Kapitel 2.2.3.a beschriebenen.

Da enige Substanzen nicht stdndig appliziet werden konnten und ein sténdiger Durchfluld
auch Aufnéhmen mit dem LSM unmdglich machte, wurden enige Inhibitions- und
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Simulationspuffer mit einer Mikroliterspritze (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, CH) in das
Versuchsbad gppliziet. Nach Abschdten der Supefuson wurden immer 200 pl der
gewlnschten Lésung zu den 400 pl Puffer zugegeben, die sSch in der Kammer befanden. Aus
diesem Grund wurden die 0 zu goplizierenden Lésungen auch drefach  konzentriert
angesetzt.

In dlen Experimenten wurde die Fabung der Zdlen zum Kontrollzeitpunkt mit der
Fabung zum Stimulationszeitpunkt verglichen. Dazu wurden mit dem Photomultiplier Bilder
von bis zu funf Gefdien afgenommen und die Pogtion der Gefdle gespeichert. Nach der
Stimulation wurden erneut Bilder der Gefd3e aufgenommen. Es wurde untersucht, ob ene
Zunahme der Farbung im Zytoplasma der Zdlen aufgetreten war. Da dies wegen der
Komplexitdt des Prgparates nur schwer zu detektieren war, wurden enige Farbungen im
Besein des Nukleinsiurefarbstoffes SYTO®59 (Farbung der Zellkerne) durchgefilhrt, was die
Orientierung und damit auch die Auswertung erleichterte.

2.2.5. Statistik

Datenwerte werden as Mittelwerte £ SEM angegeben, die Anzahl der Messungen (n) wird in
Klammern angegeben.

Be normdvertelten Daten wurden die Sgnifikanzen durch den t-Test nach Student ermittelt,
bae nicht-normavertelten Daten (Kapitd 3.1. , Immunfluoreszenz’) wurde der nonpara
metrische U-Test von Mann-Whitney angewendet.

Zur Beschrelbung der Konzentrations-Wirkungsheziehungen (Kapited 3.3. ,ANG 11*) wurde
die logaithmische Form de Hill-Glechung verwendet. Fir die angegebenen ECso-Werte
wird das 95 % Konfidenzintervall in Klammern angegeben.

Die Berechnungen wurden mit Sigma Plot 4.01 (Statistical Product & Service Solutions Inc.,
Chicago, IL, U.SA.), mit Stat-100 1.24 (Biosoft, Cambridge, UK) oder mit InSta® 2.02
(GraphPad Software Inc., CA, U.S.A.) durchgefihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Immunfluor eszenz

Reninsezermierende Zdlen snd in der Media der afferenten Arteriole lokdisert und befinden
gch dort vornehmlich am Gef&3pol, wobel sch der reninpogtive Antell des Gefd3es je nach
physiologischem Zustand des Tieres auch welter nach proxima erstrecken kann (Taugner et
al., 1982; Buhrle et al., 1984). Um den Antell der reninpogtiven Zdlen am Gefa? in den for
diee Arbet vewendeten Versuchdieren zu bestimmen, wurden die Zdlen mit Hilfe der
Immunfluoreszenzfarbung  charakterisert. Die Tiere haten  eine enmaige Applikation von
Furosemid ehdten und waren anschlielend mindestens zwel Wochen lang mit ener
kochsalzarmen Di& erndhrt worden (s. Kapitd 2.1.3., S. 37). Abbildung 3.1A zeigt einen
typischen Schnitt durch die Niere einer kochsalzarm endhrten Ratte, links eine Helfdd-,
rechts eine Huoreszenzaufnahme. Abbildung 3.1B zeigt einen Schnitt durch die Niere enes
Kontrolltieres, ebenfals links die Hellfeld- und rechts die Fuoreszenzaufnahme.

Durch Vergleich von kochsdzarm erndhrten mit norma erndhrten Ratten (s Kapitd 2.1.3,,
S. 37) konnte gezeigt werden, dass der Antell an reninpodtiven Zdlen vom physiologischen
Zudand abhéngig is. Dabel war be kochsdzarmer Erndhrung nicht nur die Anzahl der
reninpositiven Arteriolen insgesamt (93.5 % gegentber 76.7 % bel Normddiét), sondern auch
die Lange des reninpositiven Bereichs (RPB) der Arteriolen selbst erhoht (Tab. 3.1).

Tab. 31 Ergebnise der Immunfluoreszenzfabung an  Kryoschnitten aus Rattennieren

kochsazarm bzw. norma erndhrter Ratten.

Anzahl der Anzahl der | Anzahl der | Gesamtanzahl | Léngewenn
Glomerula Glomerula Glomerula Glomerula RPB > 20
ohneRPB | RPB 0-20 um| RPB > 20 um mit RPB pm

NaCl-arme | 19(65%) | 203(695%) | 70(24%) | 273(935%) | 53%4pm
Dist*

Normaldiat* | 101 (23.3%) | 288 (66.5%) | 44 (10.2%) | 332(76.7%) | 45+2pm

* Jede Gruppe umfade 4 Tiere, wobel im Fdl der kochsazarmen Did& 32 Kryoschnitte, im
Fdl der Normaldiét 35 Kryoschnitte ausgewertet wurden.
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50 um

50 um
Abb. 3.1A und B: Reninsezernierende Zellen in der afferenten Arteriole einer
kochsalzarm (A) bzw. normal erndhrten (B) Ratte.
Der reninpositive Bereich erstreckt sich in (A) Uber eine Distanz von ca. 45 pum, in (B)
Uber eine Distanz von ca. 30 um.
Die Kryoschnitte wurden mit einem Kaninchen Anti-Rattenrenin Antikérper (AK1) in
Verbindung mit Alexa 488 Ziege Anti-Kaninchen IgG (AK2; griine Farbung) sowie
einem Antikdrper aus der Maus gegen den humanen von Willebrand Faktor (AK1) in
Verbindung mit Cy5 Ziege Anti-Maus IgG (AK2; rote Farbung) gefarbt.

aA, afferente Arteriole; Gl, Glomerulus.
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Untertelt man die dferente Arteriole in Abschnitte bestimmter Lange und trégt die
Haufigkeit in Prozent auf, mit der dort reninsezernierende Zelen gefunden wurden, so ergibt
sch folgendes Ergebnis.

100
95 4
90
85 -
80 -

75 ~
|_—| == NaCl-arme Diat
25 7 ' —= Normaldiat

Frequenz [%]

20
15
10 -

. HM@HD:::___

0 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121131 141

20 30 40 50 60 70 80 90 100110 120 130 140 150

Reninpositiver Bereich [um]

Abb. 3.2: Haufigkeit in % mit der ein RPB einer bestimmten Lange in der afferenten
Arteriole der Ratte auftritt. Es wird deutlich, dass bei Verabreichung einer
kochsalzarmen Diat die Wahrscheinlichkeit einen reninpositiven Anteil einer best.
Lange anzutreffen gegeniber der Normaldidt in jedem Fall erhoht ist. Dies ist

gleichbedeutend mit einer Erh6hung der Anzahl reninpositiver Zellen pro Gefal.

Um die kochsdzarm erndghrten Raten mit norma erndhrten Ratten hingchtlich der Haufigkeit
mit der die jeweligen RPB auftreten vergleichen zu konnen, wurde der U-Test von Mann-
Whitney angewendet. Be diessm nonparametrischen Test  konnen  nicht-normalvertellte,
unabhangige Stichproben mitenander verglichen werden. Als Ergebnis wurde ein p-Wert von
1.28*10® ermittedt, dh. beide Gruppen sind signifikant verschieden voneinander. Eine
enmaige Applikation von Furosemid und ene mindestens 14 tégige kochsdzarme Diédt (s
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Kapitdl 213, S 37) fiht dso zu ene dgnfikenten Seigerung der Anzehl der
reninsezernierenden Zdlen pro afferenter Arteriole.

In frisch isolieten reninsezernierenden  Zdlen konnten mit dem hier  verwendeten
Kaninchen Anti-Rattenrenin Antikorper die Reninveskd dargestelt werden (Abb. 3.3). Die
hierbe verwendeten Zedlen sammten dle aus kochsdzam erndhrten Tieren (vgl. Kapitd
213, S. 37).

Sum

Abb. 3.3: Isolierte reninsezernierende Zelle aus der Niere einer kochsalzarm
ernahrten Ratte.

Im Inneren der Zelle sind deutlich die griin gefarbten Reningranula zu sehen.

Die Zellen wurden mit Kaninchen Anti-Rattenrenin IgG in Kombination mit Alexa 488
Ziege Anti-Kaninchen IgG sowie dem Nukleinsaurefarbstoff SYTO 62 (rot) gefarbt.

N, Nukleus; G, Granula.
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3.2. Abhangigkeit der intrazdluldren Calcium-Konzentration vom Membranpotential

und von der extrazelularen Calcium-K onzentration
3.2.1. Depolarisation mit Kalium

Ein Angieg der [K']o fuhrt zu enem veringeten Kaium-Ausstrom, was nach der Nernst-
Gleichung (Kapited 2.23b, S. 51) zu ener Depolarisation der Zdlen fuhrt. Um die Effekte
einer Depolaisation auf [C&']i in reninsezemnierenden Zelen der Rate zu untersuchen,
wurde die extrazelulde Kaiumkonzentration von 28 mM auf 20, 30 oder 60 mM [K™],
erhdht. Die Ergebnisse diesr Experimente sind in Tab. 1 und in den Abbildungen 34A - C
dargestelt. Da das tatsachliche Membranpotentid mit DIBAC nicht bekannt ist, werden nur
die nach der Nernst- Gleichung berechneten Potentiae angegeben werden.

Tab. 3.2: Konzentrationsabhéngiger Anstieg der [Ca];.

Ko Ex Ca”*-Kontrolle [nM] DCa’* [nM]
20 MM 52mv 136+ 29 (3) 18+3(3)
30mM A1V 140+ 7 (23) 29+ 3 (23)
60 MM "BV 121+ 4(R) 38+ 4 (33)
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Abb. 3.4A-C: Effekt einer
Ko
[Ca®') in Fura-2 beladenen

Erhohung der auf
renin-sezernierenden

Zellen.

(A): Erhohung der [K'], von
2.8 auf 20 mM fur 11 min
fuhrte zu einem reversiblen
Anstieg der [Ca*] um 15
nM.

(B): Erh6hung der [K*], von
2.8 auf 30 mM fir 3 min
fihrte zu einem reversiblen
Anstieg der [Ca®'] um 28
nM.

(C): Erhéhung der [K™]o von
2.8 auf 60 mM far 3 min
fihrte zu einem reversiblen
Anstieg der [Ca®'] um 47
nM.



Um die Abhingigkeit des Cacium-Angtiegs von der [K™], darzustellen (s. Abb. 3.5), wurden
die in Tab. 32 (S. 69) aufgefiihrten Mittelwerte O Ca?") gegen die log [K*], aufgetragen. Es
zeigt sich, dal die Abhadngigkeit offensichtlich nichtlinear ist und sich bei hoheren [K™], eine
Sitigung  engdlt, die daan liegen konnte, dass ene wetere Depolarisation die
Offenwahrscheinlickeit der Cadcium-Kande nicht weiter erhdht. Zusdtzlich konnte der
Anstieg der [Ca?*]; sogar zur Inaktivierung der Calcium-Kanée gefiihrt haben.

40 - {
- 53
s 301 }"23
<, -
£ .
= .
S 20 {.'3
@) R
(|
10 -
0 - ? * T T T
2,80 20,0030,00 60,00 K’ [mM]
-105 52 -41 -23 E, [mV]

Abb. 3.5: Abhangigkeit des Calcium-Anstiegs von [K*], bzw. vom Nernst-Potential.
Mittelwerte £ SEM sind gezeigt. Die gepunktete Linie stellt eine Ausgleichsgerade

dar, anhand der ersichtlich ist, daR die Abhangigkeit von D Calcium von [K*], bzw.

vom E; nicht linear ist. Im oberen Bereich deutet sich eine Sattigung an, die auf die

Sattigung des Calcium-Einstroms bei grof3er Depolarisation zurtickzufihren ist.
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3.2.2. Abhangigkeit des Calcium-Anstiegs von extrazelluléarem Calcium

Um zu zeigen, dass der bei Depolarisation mit Kaium beobachtete Anstieg der [C&']; durch
enen Eindrom aus dem Extrazdlul&raum hervorgerufen wurde, wurden die Gefde sowohl
in Anwesenheit von [C&], ds auch in Cadum-freier Lésung (0 C&*-Puffer) durch 30 mM
[K*]o depolarisert. In Anwesenheit von [Ca*], kam es zu einem reversblen Ansieg der
[Ca?™];, wie in Kapitd 3.2.1 beschrieben. Entzog man anschliefend das [Caf']o, SO kam esim
Mittel zu einem Abfal der [C&']i um 44 + 10 nM. Erhéhte man unter diesen Bedingungen
eneut [K*]o auf 30 mM, so kam es zu keinem signifikanten Anstieg der [Ca']; (Abb. 3.6).
Die Ergebnisse sind in Tab. 3.3 zusammengefald.

Tab. 3.3: EinfluR der [Ca"], auf den Kdium-induzierten Anstieg der [C& ;.

Ca”*-Kontrolle[nM] DCa’* [nM]
30mM [K™o 151+ 14 (5) 32+8(H)
0 Ca“*-Puffer 138+ 14 (6) -44 + 10 (6)

OCa“*-Puffer + 30 mM [K™]o 94 + 12 (6) 1+1.5(6)
140 -
130 -
120
110
S 100 -
+% 90 4
S 80 -
70
60 - 30 mM K 30 mM K
50
0Ca? - Puffer
40 - -

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Zeit [min]
Abb. 3.6: Effekt von 0 Ca?*-Puffer auf den durch 30 mM K* induzierten [Ca®']-
Anstieg in Fura-2 beladenen reninsezernierenden Zellen.
Erhéhung der [K*]o von 2.8 mM auf 30 mM fiihrte zu einem reversiblen Anstieg von
[Ca®]i um 20 nM. Entzug des extrazellularen Calciums bei Gabe von 0 Ca?*-Puffer
filhrte zu einem Abfall von [Ca®'j um 37 nM. AnschlieBende Erhdhung der [K*], auf

2+]i

30 mM in Calcium-freiem Puffer fuhrte zu einem Anstieg von [Ca“’Jium ca. 2 nM.
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3.2.3. Effekt des L-Typ Calcium-Kanalblockers I sradipin

Nachdem gezeigt wurde, dass der durch Depolarisstion mit Kaium hervorgerufene Andieg
der [C&']i af einen Eindrom aus dem Extrazdlul&raum zuriickzufihren ist, wurde
untersucht ob spamungsaktivierte Cadcdum-Kande an dem Eindrom beteligt snd. Dazu
wurde zunéchg in  Kontrollexperimenten untersucht, ob dch ba zwe  hintereinander
durchgefiihrten Erhohungen der [K*]o von 28 mM auf 60 mM die Effekte auf [C&';
unterscheiden (Abb. 3.7). Be der ersten Erhdhung betrug der Anstieg der [C&#*]i im Mittedl 61
+ 14 nM, ba der zweten im Mittd 52 + 15 nM. Beim Vergleich der Werte sellte sch heraus,
dass der zweite Angtieg signifikant kleiner war as der erste (1 % Niveau; tTest fir gepaarte
Daten). Im Mittd betrug die Differenz 15 + 5 %. Die Ergebnise dieser Experimente Snd in
Tab. 3.4 zusammengefasst.

Tab. 34: Effekt einer zweimaligen Erhohung von [K '], auf [Caf];.

Ca”*-Kontrolle[nM] DCa’* [nM]
1. Gabe (60 MM [K o) 123+ 13 (7) 61+ 14 (7)
2. Gabe (60 mM [K']o) 111+ 10 (7) 52+ 15 (7)
140 4
130 A
120 4
Z 110
tt‘S_ 100 A
90 -
80 -
70 4 60 mM K* 60 mM K*

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Zeit [min]

Abb. 3.7: Effekt einer zweimaligen Gabe von 60 mM K* auf [Ca®']; in Fura-2
beladenen reninsezernierenden Zellen.

Gabe von 60 mM K fiir 3 min fiihrte zu einem reversiblen Anstieg von [Ca®'] um 52
nM. Eine wiederholte Gabe filhrte zu einem erneuten, reversiblen Anstieg von [Ca®"];
um 35 nM.
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Anschlielend wurden  erneut  Doppelpulsexperimente  durchgefiihrt, wobei  die  zweite
Erhéhung von 2.8 mM auf 60 mM [K*], in Anwesenheit des L-Typ Cadium-Kanablockers
|sradipin erfolgte. Die erste Erhéhung auf 60mM [K*], rief einen Angtieg der [Caf™]; um 34+
6 nM hervor. Gab man 60mM [K*]o in Anwesenheit von 10’ M Isradipin, so inhibierte dies
vollsténdig den durch 60mM [K*], hervorgerufenen [Ce&*]-Anstieg (Abb. 3.8). Es it
auffdlend, daR die durch 60 mM [K™], ausgedsten Cacium-Angiege kleiner sind in den
Kontrollexperimenten (s. Tab. 34, S 73), was moglicherweise daran lag, dal3 die
Auswaschphase nicht lang genug war und sch immer noch Isradipin im Sytem befand. Die
hier ermittelten Werte sind in Tab. 3.5 zusammengefa3.

Tab. 3.5: Effekt von 60 mM [K *], bzw. 60mM [K*], + 10" M Isradipin auf [Ce?*];.

Ca”*-Kontrolle[nM] DCa”* [nM]

60 MM [K™o 106 £ 10 (5) 34+6(5)

60 mM [K*]o + 10" M Isradipin 91+ 10(5) -3+1(5)
140 -
120
5 100 4
%_ 80
60

60 mM K* 60 mM K*
107 M Isradipine
40 T

(I) 2 4 6 810 1I2141I61l82I02I22I4
Zeit [min]
Abb. 3.8: Effekt des L-Typ Calcium-Kanalblockers Isradipin auf den durch Gabe von
60 mM K" hervorgerufenen Anstieg von [Ca®i in Fura-2 beladenen
reninsezernierenden Zellen.
Erhéhung der [K*], auf 60 mM fiir 3 min filhrte zu einem Anstieg on [Ca®']; um 52
nM. Gabe von 10”7 M Isradipin hatte keinen EinfluR auf die [Ca?']. Bei gleichzeitiger

Erh6hung der [K*], auf 60 mM kam es zu keiner signifikanten Anderung von [Ca?'];.

Zusammenfassend 18t 9ch sagen, dass in den beobachteten Zelen die Depolarisation mit
Kdium zu enem konzentrationssbhangigen Angtieg der [C&']; fihrt, der vollstandig auf
einen Eingrom von Cacium durch spannungsaktivierte Cacium-Kand e beruht.
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3.2.4. Abhangigkeit der intrazelluldren Calcium-Konzentration von der extrazellularen
Calcium-Konzentration

Bishr wurde gezeigt, dass de Depolaisaion mit Kdium zu  dnem
konzentrationssbhangigen Andieg der [C&']; durch spannungssktiviete L-Typ Calcium:
Kande fihrt. Weiterhin wurde gezeigt, dass ein Entzug des [C&']o zu einem Abfdl der
[C&®']; in den reninsezernierenden Zdlen fihrt. (s Kapitd 322, S. 72). Um zu kl&en ob
eine Erhdhung der [C&*], sich auch in einem Anstieg der [Ca']; widerspiegelt und ob dieser
Andieg lgadipin empfindlich is, wurden wieder Doppe pulsexperimente durchgefiihrt. Dabel
wurde zunichst die [Ca*], zweimd hinteréinander von 1 mM auf 20 mM erhdht, was zu
enem reversblen Anstieg der [C&']i fiihrte, der bei der ersten Erhohung 35 nM, be der
zweiten 30 nM betrug (Abb. 3.9). Die Ergebnisse dieser Experimente snd in Tab. 3.6
zusammengefay.

Tab. 36: Effekt einer zweimaigen Erhdhung von [C& '], auf [C& ;.

Ca”*-Kontrolle[nM] DCa** [nM]
1. Gabe (20 mM [Ca®,) 102 + 7 (4) 35+ 10 (4)
2. Gabe (20 mM [Ca®T]o) 90+ 5 (4) 30+ 10 (4)
180
160
% 140
;_ 120
8
100
80 - 20 mM Ca?* 20 mM Ca?
60

Zeit [min]

Abb. 3.9: Effekt einer zweimaligen Erhéhung von [Ca®*'], von 1 mM auf 20 mM in
Fura-2 beladenen reninsezernierenden Zellen.
Erhdhung der [Ca?*], auf 20 mM fir 3 min filhrte zu einem reversiblen Anstieg von
[Ca®'] um 54 nM. Eine zweite erhthung fiir 3 min rief einen Anstieg von [Ca®*; um 58
nM hervor.
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In den nachfolgenden Experimenten wurde Uberprift, ob an dem Cdcium-Eingrom nach
Erhdhung von [C&'], spannungssktiviete L-Typ Cadum-Kande beteiligt snd. Dazu
wurden Doppe pulsexperimente durchgefiihrt, wobei bel der zweiten Stimulation der L-Typ
Cdcum-Kanablocker Isradipin (107 M) anwesend war. Zunéchst wurden die Zelen mit
20mM [C&'], simuliert, was einen Angtieg der [C&*]; um 33 nM hervorrief. Danach erfolgte
ene Vorapplikation von lgadipin, um eine ewage Wirkung ausf den [C&']i-Ruhewert
auszuschlielen (Abb. 3.10). Anschliefend wurde wahrend der Gabe von Isradipin [C&']o auf
20mM erhdht, was einen Anstieg der [C&']; um 37 nM hervorrief. Diese Ergebnisse sind in
Tab. 3.7 zusammengefald.

Tab. 3.7 Effekt von 20 mM [C&?*], bzw. 20 mM [C&a?*], + 1077 M Isradipin auf [Cat ™).

Ca”*-Kontrolle[nM] DCa”* [nM]
20 mM [Ca® T, 128 + 10 (4) 33+5(4)
20 mM [Ca“*]o+ 10" M Isradipin 120 + 6 (4) 37+8(4)

170 4

160 4

150 4

140 4

130 4

ca”’, [nM]

120 4

110 4

100 4 20 mM Ca?* 20 mM Ca?*

107 M Isradipine

90

0 2 4 6 8 1012 1416 18 2022 24 26 28 30 32 34

Zeit [min]

Abb. 3.10: Effekt des L-Typ Calcium-Kanalblockers Isradipin auf den durch 20 mM

2+]i

[Ca®], hervorgerufenen Anstieg der [Ca']i in Fura-2 beladenen reninsezernierenden

Zellen.
Erhdhung der [Ca?*], von 1 auf 20 mM fir 3 min rief einen Anstieg von [Ca®'] um 34

2+]i-

nM hervor. Gabe von 10-7 M Isradipin hatte keinen EinfluR auf [Ca“’]. Gleichzeitige

2*], um 42 nM hervor.

Erh6hung von [Ca?'], auf 20 mM rief einen Anstieg von [Ca
Zusammenfassend 1&sst Sch sagen, dass Isradipin unter diesen Bedingungen die Erhéhung der
[Ca®*]; nicht hemmen konnte, diese dso nicht af enem Einsrom durch spannungsaktivierte

L-Typ Cdcium-Kande beruht.
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3.3. Effektevon ANG |l auf dieintrazdlulére Calcium-K onzentration

Der Vasokongriktor ANG Il is ein wichtiger Bestandteil des Renin-Angiotensn-Aldosteron
Sysems. ANG Il entfdtet sanen Effekt Uber Bindung an ATi-Rezeptoren was zur
Aktivierung eines G-Proteins und dartiber zur Synthese von Inositol 1,4,5-trisphosphat (1Ps)
fuhrt, welches die intrazellulére Freisstzung von Calcium bewirkt (vgl. Kapitd 1.3.2,, S. 20).
ANG Il wirkt auch auf die reninsezernierenden Zelen und inhibiert dort die Reninsekretion,
die invers an ene Erhdhung der Cdcium-Konzentration gekoppdt it (Cdcium-Paradox, vgl.
Kapitd 1). Aus diesen Griinden war es von Interesse, den Effekt von ANG Il auf die [C&'];
in reninsezernierenden Zdlen zu untersuchen.

Simulation mit ANG Il rief einen Ansieg der [C&']; hervor, der je nach verwendeter
Konzentration unterschiedlich gestaltet war. Niedrige Konzentrationen (3*10° M, 1*10% M
und zT. auch 3*10% M ANG 1) riefen einen monophasischen Anstieg der [C&?']; hervor
(Abb. 3.11A), wahrend z.T. bei 3*10® M, immer aber bei 1*107 M und 1¥*10° M ANG Il &n
biphasischer Anstieg der [C&%*]; zu beobachten war, der in eine Pesk- und eine Plateau+ Phase
gegliedert war (Abb. 3.11B). Um der Anderung des Ca’*-Anstiegs Uber die Zeit b der
Auswertung gerecht zu werden, wurde das Flachenintegra des Ca’*-Angtiegs ab Beginn des
Effektes (o) bis 8 min nach Beginn (t5) vermessen. Von diesen Messwerten wurde der
jewelige Hintergrund abgezogen und die Mittelwerte gebil det.

Bezogen auf die Héche von tp bistg ergab sch folgende Beziehung:

Tab. 38 Abhangigkeit des Hachenintegras des Cdcium-Angtiegs von der verwendeten
Konzentration an ANG 1.

ANG I1 [M] Effekt [willkUrliche Einheiten]
310 3.31+0.73(6)
1*10° 499+ 1.73 (5)
3*10° 753+ 1.11(9)
1*10°’ 10.41 + 3.02 (4)
1*10° 10.95 + 2.19 (5)
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Abb. 3.11A und B: Effekt von 10 ® M (A) bzw. 10° M (B) ANG Il auf [Ca®']; in Fura-2
beladenen reninsezernierenden Zellen.

Gabe von 10® M ANG I fir 2 min rief einen monophasischen, reversiblen Anstieg
von [Ca®li um 15 nM hervor (A), wahrend Gabe von 10°® M ANG Il einen
biphasischen, reversiblen Anstieg der [Ca*] um 62 nM (Peak) bzw. um 16 nM

(Plateau) hervorrief.
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Die Daten aus Tab. 3.8 (S. 77) wurden gegen die ANG Il-Konzentration aufgetragen und die
logarithmische Form der Hill-Gleichung an die Daten angepasst (Abb. 3.12). Die Gleichung
lautet:

y =a* (1+10"PPyt (6)
waobei :
a = maximae Amplitude des Effektes
n = Hill-K oeffizient (= 1)
pX = -log [ANG 1]
X = [ANG 1]
pK = -logK
K = ECs0 (ANG l1-Konzentration, bel der der halbmaximale Effekt auftrat)

Dabe ergaben sich folgende Ergebnisse:

a = 11.1+ 0.6
PECso = 7.96+0.1nM
ECso = 11 nM (7 nM; 17 nM)
14
12 A
10
= N
2]
0

ANG Il [logM]

Abb. 3.12: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung.

Konzentrationsabhéngiger Anstieg der [Ca®'] reprasentiert durch die Integralflache
(Integral von tO bis t8). Mittelwerte + SEM sind gezeigt. Die Kurve zeigt den Hill-Fit
Uber die Mittelwerte. EC50=11 nM (7;17)

79



Da die Pesk-Phase erst ab einer Konzentration von 3108 M ANG Il auftrat, wurden in einem
zweiten Ansaiz die monophasischen Resktionen sowie die Plateau-Phasen der biphasischen
Resktionen  getrennt  davon  ausgewertet. Un ene Ausssge Ube  die
Konzentrationsabhéngigkeit der Peak-Phase machen zu konnen, wurde das Hé&chenintegra
des Cdcium-Angiegs ab Beginn des Effektes (fp) bis 1 min nach Beginn (t;) vermessen, adso
Uber enen Zetraum von 1 min. Zur Erfassung der PlateauPhase wurde das Héchenintegrd
des Cdcium-Angiegs & 1 min nach Beginn des Effektes (t;) bis 8 min nach Beginn (ts)
vermessen. Die Mittewerte Sind in der folgenden Tabdlle (3.9) zusammengefald:

Tab. 3.9: Konzentrationsabhangiger Effekt von ANG Il auf die Pesk- bzw. Plateauphase des
Cdcaum-Angtiegs.

ANG Il [M] Peak (to —t1) Plateau (t; —tg)
3*10° 2.33+ 0.48 (6)
1*10° 453+0.12 (5)
3*10° 1.04 + 0.08 (5) 5.53+0.12 (9)
1¥10°° 1.99+ 0.35 (4) 8.64+0.12 (4)
1*10° 1.78 + 0.32 (5) 8.09 + 0.15 (5)

Die Daten der PlatearPhase wurden wie oben beschrieben gegen die ANG II-Konzentration
aufgetragen und mit der oben angegebenen Formd gefittet (Abb. 3.13). Dabel ergaben sch

folgende Ergebnisse:

a = 85+0.6

PECso = 8.03+0.2nM

ECso = 9nM (4 nM; 23 nM)
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Abb. 3.13: Konzentrations-Wirkungs-Beziehung.

Anstieg der [Ca?']i in Abhangigkeit von der [ANG Il],. Dargestellt ist die Plateauphase
(Integralflache von t; bis tg; Kurve) sowie die Peakphase (Integral von ty bis tj;
Saulendiagramm). Mittelwerte + SEM sind gezeigt.

Die Kurve zeigt den Hill-Fit tGber die Mittelwerte. ECso = 9 nM (4;23).

34. Effekte des Karp-Kanaltffners Levcromakalim und des Karp-Kanalblockers
Glibenclamid auf das Membranpotential und die intrazelulare Calcium-
Konzentration

3.4.1. Effekt auf das Membranpotential

Um Anderungen des Membranpotentials in reninsezernierenden Zdlen zu messen, wurden
diese mit dem spannungssengtiven Huoreszenzfarbstoff DIBAC4(3) beaden, welcher auf
Hyperpolarisationen mit ener Abnehme der Huoreszenzintensté, auf Depolarisationen mit
ener Zunahme der Fluoreszenzintenstét reagiert (s. Kapitd 2.24, S. 62). Superfundierte man
03 UM LCRK, 0 nahm die Huoreszenzintenstdt um 43 + 23 % ab, was ener
Hyperpolarisation der Zelmembran um 18 = 10 mV (n = 10) entspricht (Abb. 3.14A).
Superfuson von 1.0 uM LCRK bewirkte eine Intenstésabnahme um 3.6 + 1.1 %, was ener
Hyperpolarisstion um 15 + 5 mV entspricht (n = 9). Zusdzliche Gabe von GBC (1 puM)
wahrend ener durch LCRK ausgddsten Hyperpolarisation fihrte zu einer Zunahme der
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Fluoreszenzintengitét, was ener Repolarisation der Membran zurick zum  Ausgangspotentia
entspricht (n = 4 bel 0.3 pM und n = 2 be 1.0 uM LCRK, s. Abb. 3.14B). Applikation von
GBC (1 pM) dlene oder glechzetig mit LCRK (0.3 uM; Abb. 3.14C) bewirkte keine
Anderung der Fluoreszenzintensitét (n = 6 bzw. 5).

1.58 4

counts * sec™ (x 10%)

0.3 m LCRK

0 2 4 6 8 10121416 1820222426 28 30 32 3436
Zeit [min]

Abb. 3.14A: Effekt von 0.3 pM LCRK auf das Membranpotential in DIBAC4(3)-
beladenen reninsezernierenden Zellen.

Gabe von 0.3 pyM LCRK fiuhrte zu einer Abnahme der Fluoreszenz um 45 %
(entspricht einer Hyperpolarisation um ca. 18 mV).

1.28

= = = =
N N N N
5 g o =N

counts * sec™ [x 109

I
N
w

1 uM GBC

=
N
N

0.3 uM LCRK

0 2 4 6 8 10121416 1820222426 28 30 323436
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N
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Abb. 3.14B: Effekt von GBC auf die durch Gabe von LCRK hervorgerufene
Hyperpolarisation von DIBAC4(3)-beladenen reninsezernierenden Zellen.

Gabe von 0.3 pM LCRK fuhrte zu einer Abnahme der Fluoreszenz um 2 %
(entspricht einer Hyperpolarisation um ca. 8 mV). Gleichzeitige Superfusion mit 1 pM
GBC flhrte zu einer Zunahme der Fluoreszenz zuriick auf den Ausgangswert. Der
leichte Anstieg der Fluoreszenz Uber die Dauer des Experimentes spiegelt

wahrscheinlich eine kontinuierliche Farbstoffaufnahme wieder.
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Abb. 3.14C: Effekt von 0.3 uM LCRK + 1 uM GBC auf DIiBAC4(3)-beladene
reninsezernierende Zellen.

Gleichzeitige Superfusion von 0.3 uM LCRK und 1 pM GBC fur 25 min fuhrte zu

keiner Anderung der Fluoreszenzintensitét.

3.4.2. Effekt auf [Ca®"];
a) Effekt von LCRK auf [ Ca®*]; unter Ruhebedingungen

Um zu kldren, ob die durch LCRK induzierte Hyperpolarisation einen Effekt auf [Ca’*]i der
reninsezernierenden Zelen hat, wurde zunéchst die Wirkung von LCRK auf die [C&']; unter
Ruhebedingungen untersucht. In diesen Experimenten wurde vor der Gabe von LCRK ene
Kontrollstimulation durchgefhrt.

In ener ersten Serie wurde das Praparat fir 1 min mit ANG 1l (3*10° M) gereizt (vgl.
Kapitel 3.3, S.77). Nach ene Auswaschphase in HEPES-PS wurde 0.3 pM LCRK in
HEPES-PS superfundiert, wobei es sch um ene Konzentration handelte, die bereits eine
maximale Hyperpolarisation erzeugt (Russ et al., 1999). 0.3 uM LCRK zeigte aber keinen
Effekt auf die [C&**]; unter Ruhebedingungen. [C&®*]; betrug vor der Gabe 126 + 15 nM,
wahrend der Gabe trat keine Anderung auf (DCa?* = -1+ 3nM; n = 4).

In einer zZweiten Serie wurde die [K*], von 2.8 auf 60 mM erhoht, was einen Anstieg der
[Ca?*]; zur Folge hatte (Kapitd 3.2.1., S. 69). Superfundierte man im AnschluR 1 pM LCRK
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in HEPES-PS, so war kein Effekt auf [Ca’*]; festzustellen. Unter Ruhebedingungen (2.8 mM
[K*]o) betrug [Ca*]; 100 + 6 nM und &nderte sich nicht wahrend der Gabe von 1 pM LCRK

(DCa** = -4+ 2nM; n = 4).

b) Effekt von LCRK auf [ Ca®*]; wahrend Stimulation

Im AnschluB wurde der Effekt von LCRK (0.3 pM) auf den durch ANG Il (3 x 10° M)
hervorgerufenen  Anstieg der [Ca&']i untersucht. Dazu wurde in  Doppe pulsexperimenten
zunéchgt untersucht, ob dch die durch zwe hinterenander durchgefihrte Stimulationen mit
ANG Il ausgeogen Cadcium-Andiege unterscheiden. Die ege Stimulation resultierte in
enem Angiegg um 18 + 5 nM (n = 5), der durch die zwete Simulation ausgeldste Andieg
betrug 17 + 4 nM (n = 5). Die Ergebnisse sind in Abb. 3.15 dargestellt und in Tab. 3.10
nochmals zusammengefal.

Tab. 3.10: Effekt einer zweimaigen Stimulation mit 3* 10° M ANG |1 auf [C&];.

Ca”*-Kontrolle[nM] DCa’* [nM]
1. Gabe (3*10° M ANG 1) 106 + 13 (5) 18 + 5 (5)
2. Gabe (3*10° M ANG I1) 102 + 12 (5) 17 + 4 (5)
125 4
120
115
— 110 1
Z
- 105
“m
O 100
95 — —
3*10° MANG II 3*10° M ANG Il
90 A
85
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Abb. 3.15: Effekt einer zweimaligen Gabe von 3*10° M ANG Il auf [C&"] in Fura-2
beladenen reninsezernierenden Zellen.

Gabe von 3*10° M ANG Il fiir 1 min filhrte zu einem reversiblen Anstieg der [Ca’"], um 9 nM.
Eine wiederholte Gabe von 3*10° M ANG Il filhrte zu einem erneuten, reversiblen Anstieg

von [Ca®], um 10 nM.
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Danach wurden wiederum Doppepulsexperimente durchgeftihrt, wobel die zweite ANG I-
Stimulation in Anwesenheit von LCRK (0.3 pM) durchgefihrt wurde. Die erse Stimulation
mit ANG Il fihrte zu einem Angtieg der [C&'];i um 28 + 13 nM (n = 4). Eine anschlieRRende
Superfusion mit LCRK (0.3 pM) hatte keinen Effekt auf die [C&']; unter Ruhebedingungen
(s0.). Zusizliche Gabe von ANG Il filhrte zu einem Anstieg der [C&#*]; um 34 + 13 nM (n =
4). Die beiden Cdcium-Angtiege waren nicht sgnifikant verschieden (Abb. 3.16).

Teb. 3.11: Effekt von 3 x 10° M ANG Il bzw. 3 x 10° M ANG Il + 0.3 mM LCRK auf
[Ca%]i.

Ca”*-Kontrolle[nM] DCa** [nM]
3*10°M ANG |1 130+ 14 (4) 28+ 13 (4)
3*10°M ANG Il +0.3M 119+ 15 (4) 34 +13(4)
LCRK
125 -
120 4
115 4
—, 110 -
=
c
= 105 4
“
O 100 -
95 4 To— —
3*10° M ANG Il 3*10° M ANG I
90 L —
0.3 UM LCRK
85 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zeit [min]

Abb. 3.16: Effekt von 0.3 uM LCRK auf den durch 3*10° M ANG Il hervorgerufenen
Anstieg der [Ca®'];in Fura-2 beladenen reninsezernierenden Zellen.

Gabe von 3*10° M ANG Il fir 1 min rief einen reversiblen Anstieg der [Ca®'] um 8
nM hervor. Gabe von 0.3 pM LCRK filhrte zu keiner Anderung der [Ca®].
Gleichzeitge Gabe von 3*10° M ANG Il fir 1 min rief einen Anstieg der [Ca®*]; um 10

nM hervor.
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Im Anschiul3 an diese Experimente wurde Uberprift, ob LCRK einen Einflud3 auf den durch
eine Erhdhung der [C&"], hervorgerufenen Anstieg der [Caf']; hat. Dazu wurde zunichst die
[Ca®*]o von 1 mM auf 5mM bzw. 20mM erhoht, was einen reversiblen Anstieg der [C&']; um
15+ 4M (n = 4) bzw. 64 = 18 nM (n = 6) hervorrief. Zusdtzlich wurde wahrend der
Erhohung der [C&'], 0.3uM LCRK gegeben, was jedoch keinen Effekt auf die [Ca*]i hatte.
Reduzierte man die [C&*], wieder auf 1 mM, so kehrte die [C&"]; auf ihren Ausgangswert
2uriick (Abb. 3.17 und 3.18).

Tab. 3.12; Effekt von 5 mM bzw. 20 mM [Ca*], auf [Ca™]i.

Ca”*-Kontrolle[nM] DCa** [nM]
5mM [Ca“], 112+ 9 (4) 15+ 4 (4)
20 mM [Ca“"], 127 + 9 (6) 64 + 18 (6)

180 -

170 -

160 -

150 -

140 -

ca®; [nM]

130 -

120 -

110 0.3 uM LCRK

5 mM Ca?*

100

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zeit [min]

Abb. 3.17: Effekt von 0.3 uM LCRK auf den durch Erhéhung der [Ca*], von 2 auf 5
mM hervorgerufenen Anstieg der [Ca®']i inFura-2 beladenen reninsezernierenden
Zellen.

Erhodhung der [Ca?*], auf 5 mM filhrte zu einem reversiblen Anstieg der [Ca®'], um 26
nM. Gleichzeitge Gabe von 0.3 pM LCRK fur 7 min fihrte zu keiner weiteren

Anderung der [Ca®"];.
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Abb. 3.18: Effekt von 0.3 pM LCRK auf den durch Erhéhung der [Ca?*], von 2 auf 20
mM hervorgerufenen Anstieg der [Ca®']; inFura-2 beladenen reninsezernierenden
Zellen.

Erhdhung der [Ca®*], auf 20 mM filhrte zu einem reversiblen Anstieg der [Ca?'] um
137 nM. Gleichzeitge Gabe von 0.3 uM LCRK fiihrte zu keiner weiteren Anderung
der [Ca?'];.

Da auch hierbe kein Effekt des Karp-Kandoffners festzugedlen war, wurde in weteren
Experimenten sowohl [C&®*], von 1 mM auf 5 mM ds auch [K*], von 2.8 mM auf 20 mM
ehoht. Das Ruhemembranpotentid der reninsezernierenden  Zelen liegt unter normaen
Bedingungen ([K']Jo = 28 mM) bel -61 + 1 mV (Russ et al., 1999). Berechnet man mit Hilfe
der Nernst-Gleichung (s. Kapite 2.2.3.b, S. 50) unter den gleichen Bedingungen das Kdium-
Gleichgewichtspotentid, so0 liegt dies ba -102 mV. Da das Membranpotentiad postiver it ds
das Kadium-Gleichgewichtspotentid, fihrt die Offnung von Katp-Kanden zu  enem
Ausstrom von Kaium und dadurch zu einer Hyperpolarisation. Erhéht man [K™]o auf 20 mM,
0 betrggt das Kaium-Glechgewichtspotentid nur noch -51 mV. Glechzeitig werden die
Zdlen aber auf ungeféhr -40 mV depolarisert (Haeuder, 1983; Korbmacher et al., 1989), so
dess die Offnung der Katp-Kande immer noch zu dénem Kdium-Aussrom und damit zu
einer Hyperpolarisation fihrt.

Gabe des 5 mM Ca*-20 mM K*-Puffers filhrte zu einem reversiblen Anstieg der [C&™];
um 31 £ 7 nM (n = 8). Gab man wahrend des dadurch hervorgerufenen Cacium-Angiegs
2usétzlich 0.3 uM LCRK, so war keine Anderung der [Ca?*]; festzustellen (Abb. 3.19).
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Tab. 3.13: Effekt von 5 mM [C&']o + 20 mM [K ], auf [C&™];.

Ca”*-Kontrolle [nM] DCa’* [nM]

5mM [Ca“]o + 20 MM [K™], 106 + 6 (8) 31+ 7(8)

110 -

100 -

90 A

80 A

Ca?; [nM]

70 A

T
60 4 0.3 UM LCRK

20 mM K*+ 5 mM Ca?*

50

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Zeit [min]

Abb. 3.19: Effekt von 0.3 pM LCRK auf den durch gleichzeitige Erhthung der [K™],

>} in Fura-2 beladenen

und der [Ca®'], hervorgerufenen Anstieg der [Ca
reninsezernierenden Zellen.
Gleichzeitige Erhdhung der [K*], von 2.8 auf 20 mM sowie der [Ca®'], von 2 auf 5

2+]i

mM fihrte zu einem reversiblen Anstieg der [Ca“']i um 19 nM. Zusatzliche Gabe von

0.3 uM LCRK fiihrte zu keiner weiteren Anderung der [Ca®'].
Zusammenfassend 18% dSch sagen, da3 LCRK zwar ene geinge Hyperpolarisation

hervorruft, aber weder die [C&*]; unter Ruhebedingungen noch wahrend Stimulation (3¢10°°
M ANG II, 5 mM [C&]o, 20 MM [C&?*], oder 5mM [Ca?*]o + 20 mM [K *]o) besinflusste.

3.5. Untersuchung der Exo- und Endozytose mit FM 1 - 43

Die ldee fir die nachfolgend beschriebenen Experimente begrindet sch auf der Tatsache,
dass es ba exozytotischen Vorgangen an ener Sdle der Plasmamembran zur Verschmezung
von zytoplasmatischen Veskdn mit der Plasmamembran und damit zu ener Vergrof¥erung
der Obefldche kommt. Um diese Vergrolerung der Zeloberflache zu kompenseren, werden

Telle der Plasmamembran wieder eingeschnirt und in das Zdlinnere verlagert (Endozytose).
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Exo- und Endozytose snd dso Uber enen sandigen Membranflud von und  zur
Pasmamembran miteinander verknipft (,vesde recyding’). Be den im Ramen dieser
Arbeit durchgefiihrten Experimenten wurde zunéchst versucht, endozytotische Prozesse in
reninsezernierenden  Zdlen der Ratte mit Hilfe des HuorezenZfarbstoffes FM 1-43
nachzuweisen (Kapitd 224, S. 62). Geht man von obiger Annahme enes permanenten
Membranflusses aus, so wae dies auch en Nachwes fir exozytotische Vorgange (=
Reninsskretion).

Da die FM 1-43 - Pufferlosungen aus Preisgrinden nicht superfundiert werden konnten,
mulde zu diesem Zweck die Perfuson abgeschdtet werden und die Substanzen mit ener
Mikroliterspritze gppliziet werden. Dies hate in den meigen Fdlen geringe Erschiitterungen
zur Folge, welche einen minimalen Postionswechse der Gefde und der zu beobachtenden
Zdlen nach dch zog und einen Vergleich auf subzdlulérer Ebene unmdglich machte. Auf der
anderen Saite héte sdbst die durch den Badflul} ausgeldsten Erschitterungen eine Aufnahme
mit dem LSM unmoglich gemacht, weswegen die Art der Substanzgabe be  zukinftigen
Experimenten verbessert werden mul3. Von inggesamt 120 untersuchten Gefdien konnten
aufgrund dieses Problems nur 35 Gefdle zur Auswertung herangezogen werden, wobel
folgendermal3en verfahren wurde:

Es wurden vier Versuchsserien durchgeftinrt, wobe in dlen 35 Experimenten die Farbung

der Zdlen nach ener ersen Periode mit der Farbung nach ener zweten (Stimulations-)

Periode verglichen wurde. Wahrend der ersten Periode wurde die Reninsekretion der

reninsezernierenden  Zdlen entweder nicht beanflud (HEPES-PS) oder inhibiert

(HEPES-PS + 1 uM ANG 11, 10 mM Ca?*-Puffer + 100 nM ANG II, 100 mM Sucrose-

Puffer). In der Stimulationsperiode wurde die Reninsekretion angeregt (HEPES-PS + 10

UM Forskolin + 100 pM IBMX, nomind Cacum-freier Puffer, nomind Cddum-freer

Puffer + 10 uM Forskolin + 100 uM IBMX). Sowohl wahrend der ersten Periode as auch

wahrend der Stimulationsperiode war FM  1-43 anwesend, wobel sowohl die Dauer der

esen Peiode ds auch der Stimulaionsperiode und damit auch die Dauer der Farbung
variiert wurde.

Da aufgrund der standigen Anwesenheit des Farbstoffes wahrend der gesamten Mel3zeit

die Hintergrundf&rbung andieg, fid der Vergleich der Farbungen sehr schwer. Daher

wurde in 11 der 35 Experimente versucht, Uberschissgen Farbstoff aus der Membran
auszuwaschen, um 0 ene eventudl efolgte intrazeluldre Farbung besser detektieren zu

konnen. Das Auswaschen des Farbstoffs geschah zwischen den beiden Perioden (8
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Experimente) oder danach, fdls ene 2zwete Stimulation durchgefthrt wurde (3
Experimente).

Aus dem gleichen Grund wurde in 3 der 35 Experimente die Reninsekretion nach ener
eden Stimulationsperiode in @ner zweten Stimulationsperiode in - Abwesenheit  des
Farbstoffes FM 1-43 erneut angeregt. Wenn wéahrend der ersen Stimulationsperiode
Farbstoff aufgenommen wird, kann in einer zweten Stimulaionsperiode in Abwesenhet
des Farbgtoffes Uberpriift werden, ob die intrazellulére Férbung wieder abnimmt. Dies ist
dann en Hinwes daftr, da’ die farbstoffgeflliten endozytierten Membranveskd erneut
zum Aufbau von Reningranula benutzt und be der darauffolgenden Stimulaion in den
Extrazdlul&rraum exozytiert wurden (Betz und Bewick, 1992).

1. Serie
Wéhrend der ersten Periode wurden die Gefdle mit HEPES-PS superfundiert, anschlief3end
wurde eine Stimulaion mit dem Adenylatzyklasesktivator Forskolin (10 pM) und dem
Phosphodiesterasainhibitor IBMX (100 pM) durchgefuhrt. Wie oben vermerkt, war der
Farbstoff wahrend der gesamten Zeit anwesend.
Die Anzahl der untersuchten Gefd3e betrug 7, die Experimente wurde nach folgendem
Schema durchgefuihrt:

5 min Kontrollperiode, anschlief3end 5 min Stimulationsperiode (3 Gefélze).

5 min Kontrollperiode, anschliel}end 15 min Stimulationsperiode (1 Gefak).

15 min Kontroll periode, anschlief3end 15 min Stimulationsperiode (3 Gefal3e).
In kenem Fdl wa en Unterschied zwischen den undimulieten und den simulierten
Gefdl3en zu sehen.

2. Serie

Be diesen Experimenten wurde wahrend der ersten Periode die Reninsekretion mit HEPES-
PS + ANG Il (1 uM) inhibiert. Danach wurde wie bem ergen Vergleich ene Stimulation mit
10 pM Forskolin + 100uM IBMX durchgefiihrt (Abb. 3.20A und B). Auch in diesen
Experimenten war der Farbstoff immer anwesend, nur nicht wéhrend der Waschperioden.
Eswurden insgesamt 17 Gefd3e untersucht, wobei folgende Protokolle verwendet wurden:

5 min Inhibitionsperiode, anschliel¥end 5 min Stimulationsperiode (8 Gefd3e).
5 min Inhibitiongperiode, anschliefRend 10 min Stimulationsperiode (2 Gefae).
10 min Inhibitionsperiode, anschlief3end 10 min Stimulationsperiode (2 Gefa3e).
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6 min Inhibitionsperiode, anscHielend 6 min Stimulationsperiode. Danach wurden die
Gefd3e fir 9 min in HEPES-PS gewaschen und anschlief3end in Abwesenheit von FM &
43 fur 15 min gimuliert (3 Geféle).
15 min Inhibitiongperiode, 6 min waschen in HEPES-PS, anschlielend 6 min
Simulationsperiode (2 Gefélze).
Auch be diesen Experimenten zeigte Sch kein Unterschied zwischen den unstimulierten und
den simulierten Gefélen.

Abb. 3.20: Konfokale Aufnahme eines frisch isolierten Glomerulus mit anhangender
afferenter Arteriole aus der Niere einer kochsalzarm erndhrten Ratte.

Das Praparat wurde mit dem Exo-, Endozytosemarker FM 1-43 (griin), sowie dem
Nukleinsédurefarbstoff Syto 59 (rot) gefarbt. FM 1-43 lagert sich in die
Plasmamembran der Zellen ein und wird bei endozytotischen Prozessen in Vesikel
eingeschlossen und in die Zellen aufgenommen, was zu einer Anfarbung des
Zytoplasmas fuhrt.

Wahrend der ersten Periode wurde die Reninsekretion fir 5 min mit 1 pM ANG I
inhibiert (A), wogegen sie wahrend der zweiten Periode fur 5 min mit 10 uM Forskolin
+ 100 pM IBMX stimuliert wurde (B). Beim Vergleich der beiden Aufnahmen ist kein
Unterschied in der Farbung festzustellen..

aA, afferente Arteriole; Gl, Glomerulus.
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3. Serie
Wihrend der ersten Periode wurde die Reninsekretion mit 10 mM Ce*-Puffer + 100 nM
ANG Il inhibiert. Wéhrend der sch anschlief?enden Stimulationsperiode wurden die Gefdle
mit nomind Cddum-freilem Puffer superfundiert.
Be den beiden untersuchten Gefal3e wurde folgendes Protokoll verwendet:
6 min Inhibitionsperiode, 6 min waschen in HEPES-PS, anschlieglend 5 min
Stimulationsperiode (2 Gefa3e).
In beiden Experimenten wa kein Unterschied zwischen den Fabungen vor und nach
Stimulation erkennbar.

4. Sexie
Be diesam Vergleich wurde die Reninsekretion warend der ersten Periode mit 100 mM
Sucrose-Puffer  inhibiet  (osmotische  Inhibition), wogegen die Stimulation in nomind
Cdcium-freem Puffer (Abb. 3.21A-C) oder nomind Cdcium-fraem Puffer + 10 puM
Forskalin + 100 pM IBMX durchgefihrt wurde.
Die Anzahl der untersuchten Gefae betrug 7 bei Simulation mit 0 Ca&*-Puffer und 2 bei
Simulation mit 0 Ca&*-Puffer + Forskolin + IBMX.
Stimulation mit 0 Ca*-Puffer
5 min Inhibitionsperiode, anschlielend 5 min Stimulationsperiode (3 Gefd3e).
5 min Inhibitionsperiode, 5 min waschen in HEPES-PS, anschliglend 5 min
Stimulationsperiode (3 Gefae).
15 min Inhibitiongperiode, 5 min waschen in HEPES-PS, anschlielend 5 min
Stimulationsperiode (1 GefaR).
Stimulation mit 0 Ca*-Puffer + Forskolin + IBMX
5 min Inhibitionsperiode, anschliel}end 5 min Stimulationsperiode (2 Gefélie).
Es war weder nach Stimulation mit 0 Ca*-Puffer, noch nach Stimulation mit 0 Ca*-Puffer +
Forskalin + IBMX ein Effekt auf die Farbung der Zdlen festzugtelen.
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Abb. 3.21A-C:

(A): Hellfeldbild eines frisch isolierten Glomerulus einer kochsalzarm erndhrten Ratte
mit anhangender afferenter Arteriole. aA, afferente Arteriole; Gl, Glomerulus.

(B) und (C): Konfokale Aufnahmen eines Teils der afferenten Arteriole des in (A)
gezeigten Praparates, welches mit dem Exo-, Endozytosemarker FM 1-43 gefarbt
wurde.

Wahrend der ersten Periode wurde die Reninsekretion fir 5 min mit 100 mM
Sucrose-Puffer inhibiert (A); in der zweiten Periode wurde die Sekretion fir 5 min mit
0 mM Ca?-Puffer stimuliert (B). Beim Vergleich der beiden Aufnahmen ist kein

Unterschied in der Farbung zu sehen.

Be keinem der hier durchgefiihrten Experimente konnte mit dem Exo-, Endozytosemarker
FM 1-43 der Vorgang der Reninsekretion sichtbar gemacht werden. Diese Beobachtung war
weder von der verwendeten Inhibition, von dem verwendeten Stimulus, noch von der
Stimulationszeit oder den Auswaschzeiten des Farbstoffs abhéangig.
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4. DISKUSSION

4.1. Immunfluor eszenz

Die Lokdistion der reninszernirenden Zdlen sowie die  Auswirkungen ener
kochsdzamen Did auf die Haufigkat der reninsezernierenden Zdlen efolgte in dieser
Arbait mit Immunfluoreszenzfé&rbungen an fixieten Kryoschnitten aus der Rattenniere. Zur
Lokdisgerung wurde en polyklonder Anti-RattervenincAntikorper aus dem Kaninchen und
en Endothdzdl-spezifischer AntikOrper aus der Maus gegen den ,vonWillebrand- Faktor*
verwendet (s. Kapitd 21.2b, S. 31). Letzterer ermdglichte eine bessere Orientierung im
Schnitt, da durch diese Farbung der Velauf der Gefde vefolgt werden konnte. Die
reninsezernierenden  Zdlen waren in der afferenten Arteriole lokdisert, was dch mit in
Paraffinschnitten gewonnenen Befunden von Taugner et al. (1982) und Buhrle et al. (1984)
deckt. Sosath beschrieb 1999 unter Verwendung des gleichen Anti-Rattenrenin- Antikorpers
eine ebensolche Lokaiserung der reninsezernierenden Zdlen in isolierten Glomerula

Reninsezernierende Zdlen snd metaplasisch veranderte glaite Muskezdlen und befinden
dch in der Media der aferenten Anteriole (s Kapitd 1). Die Anzahl der reninpogtiven
afferenten  Arteriolen und die Anzahl der reninpostiven Zdlen pro Aneiole is nicht
kongtant, sondern andert sich z.B. wahrend der Ontogenese. So beschreilben Reddi et al.
(1997) eine Reduktion der Anzahl reninpogtiver Zdlen wéhrend der Entwicklung der Raite
auggehend vom Fetus bis zum adulten Tier.

Weterhin - kdnnen auch  pathophysologische Vorgange Einflu? auf die Anzahl der
reninsezernierenden  Zdlen und reninpogtiven Arteriolen nehmen. Bem Menschen ddlten
Konda et al. (1996) ene Erhdhung der Anzahl reninpodtiver Gefdle be  fibrotischen
Veranderungen der Niere as Folge von Harnwegserkrankungen fest.

Auch unter Normdbedingungen snd die reninsezernierenden Zdlen weder glechméig
Uber dle afferenten Arteriolen verteilt, noch ist ihre Anzahl pro Gefd? kondant, da eine
déndige Anpassung an physologische Vorgange datfindet (Taugner et al.,, 1982 und
Hackenthad et al., 1987). So ist bekannt, dal3 es unter Kochsalzrestriktion zu einer vermehrten
Umwandlung von glaten Muskedzdlen in reninsezerniernde Zdlen kommt und sch der RPB
damit weiter nach proximal ergtreckt (Buhrle et al., 1984; Hackenthal et al., 1987). In den hier
durchgefiihrten Untersuchungen wurde enem Tell der Reatten eine einmdige Applikation von
Furosemid verabreicht. Diese Tiere wurden anschliefend noch mind. 14 Tage kochsdzarm
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erndhrt (s. Kapitd 2.1.3,, S. 37). Das Schlefendiuretikum Furosemid bewirkte eine vermehrte
Auscheidung von NaCl, was bereits zu Beginn der kochsdzarmen Dié die Menge an
korpereéigenem NaCl erniedrigte und den Umwandlungsprozeld der glatten Muskdzdlen in
reninsezernierende Zd len beschleunigte.

In dieser Arbet konnte gezeigt werden, dald die Furosemidapplikation in Kombination mit
ene kochsdzarmen Di& sowohl die Anzahl reninpogtiver Arteriolen um rund 17 % (76.7 %
bel Normaldiét bzw. 935 % be NaClarmer Dié) ds auch die Lange des RPB im Mittd um
ca 8+ 45 pumvon 45 = 2 um (n = 70 Gefd3e) bl Normadidt auf 53 £ 4 um (n = 44 Gfale)
bei NaClamer Did degete Dieses Ergebnis deht in Einklang mit weiteren Befunden.
Hackenthd et al. (1987) beschreiben fir norma endhrte Mause ene Lange des
reninpositiven Bereichs der afferenten Arteriole von 454 + 105 pum (n=60 Gefd3e), wogegen
bei NaCl-armer Erndhrung die Lange auf 54.3 + 13.7 um (n=60 Gefél}e) angteigt. Fir norma
erndhrte Ratten geben se ene Lange von 368 = 35 um (n=38 Gefd3e) an, wogegen be
Simulation des Renin-Angiotensn-Aldosteron-Systems  durch Adrendektomie die Lange auf
52 + 49 um (n=29 Geféle) angtegt.

In frisch isolierten reninsezernierenden Zdlen konnten mit Hilfe des hier verwendeten Anti
Rattenrenin-Antikorpers und der konfokden Mikroskopie sogar im  Cytosol  liegende
Reningranula  dargestelt  werden. Die  Granula  konnten  bisher  nur  durch  die
Elektronenmikroskopie dargestdlt werden (z.B. Hackenthd et al., 1990), so dass dies die
ede Dargdlung der Reningranula mit Immunfluoreszenz is. Kurtz et al. (1986) waren zwar
ebenfdls in der Lage isoliete reninsezenierende Zdlen in Priméakultur  mit  der
Immunfluoreszenz nachzuweisen, jedoch efolgte der Nachwels der Granula mit der Protein
A-Gold Technik in Ultradinnschnitten mit Hilfe enes Elektronenmikroskops. Die hier
gewonnenen Ergebnisse dehen in Einklang mit Befunden von Sosath (1999), die mit der
Peroxidase- Antiperoxidase-Methode ebenfdls isoliete  reninsezernierende  Zdlen  anférben
konnte, und unterstreicht die Ergebnisse von Albinus et al. (1998), die dieses Préparat zur
Quantitativen Bestimmung der Reninsekretion verwenden.

Wie in Kapitd 222b (S 40) schon ewdhnt, seht ene Aufreinigung des Anti-
Rattenrenin-Antikorpers sowie die Uberprifung der Spezifitdt im Western-Blot noch aus. Die
sr gute Ubereingimmung der in dieser Arbeit erhdtenen Resultate beziiglich der
Lokdisation der reninsezernierenden Zdlen in Kryoschnitten der Rettenniere mit  berdts
vedffentlichten  Untersuchungen sowie der Nachwels der Reningranula in  isolierten
reninsezernierenden Zellen belegen jedoch deutlich, dass es sch um ene ezifische Antigent
Antikorper-Reaktion handelt.
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4.2. Charakteriserung der in mikrofluorimetrischen Experimenten untersuchten Zellen

An dieser Sele soll zundchst diskutiert werden, mit welcher Wahrscheinlichket die in den
mikrofluorimetrischen Experimenten  untersuchten  Zdlen  tatsichlich  reninsezernierende
Zdlen waren.

Wie in Kapitd 223a (S. 43) angegeben betrug die Lange des Messfensters bei
Vewendung des Photomultipliers 30 um, die Lange der ausgewerteten Region (ROI) be
Verwendung der Redtlichtkamera betrug ca 20-30 um. Geht man von den Ergebnissen der
Immunfluoreszenzfarbung aus, o0 bedtzen 935 % dler afferenter Arteriolen aus kochsazarm
erndhrten Reten reninsezemierende Zdlen bis in e@ne Entfernung von 20 pum proxima vom
Gefdypol und 21 % bedtzen reninsezernierende Zdlen bis in eine Entfernung von 30 pm
proxima vom Gefd3pol (s. Kapitd 31, Abb. 32, S 67). Be Vewendung des
Photomultipliers wurden wie in Kapited 223a (S. 43) beschrieben keine Haltepipetten
verwendet, s0 dass sch das Messfenger moglicherweise nicht immer genau am Gefd3pol
befand sondern weiter proximd. Die Grinde hierfir liegen darin begrindet, dass ergens im
Durchlicht der Ubergang der afferenten Arteriole in den Glomerulus nur schwer zu erkennen
ig und es zwetens auch mdglich i, dass der Gefd3pol etwas unterhdb des Glomerulus lag.
Die Entfernung, um die das Messfenger in enigen Fdlen moglicheweise weiter proximd
vom Gefdlypol lag, betrdgt schdtzungsweise nicht mehr d 20 um. Es ig unwahrschenlich,
dass der Glomerulus grol3ere Teile des Gefél3es bedeckt hétte, da dies eine schlechte Haftung
und damit eine indabile Lage zur Folge gehabt héite. Rechnet man die 20 um zu den 30 um
(L&nge des Me¥enders) hinzu, s0 eqgibt sch ene maximale Diganz von 50 pm vom
Glomerulus. Die Wahrschenlichkeit, afferente Arteriolen mit einem reninpostiven Bereich
von 50 pum zu finden liegt nach den Ergebnissen der Immunfluoreszenz nur bel ca 13 %. Dies
wilrde bedeuten, dass nicht nur reninsezernierende Zdlen sondern auch glate Muskezelen
innerhdb des Messfenders lagen. Diese Abschétzung ist @er nur richtig, wenn ene zufdlige
Auswahl unter den Gefé3en getroffen wird, was aber nicht der Fall war. Es wurden nur solche
Gefde fir Experimente verwendet, die abgerundete, plumpe Zdlen aufwiesen, dso nicht
dem spinddformigen Zdltyp der glaten Muskdzele entsorachen (Gettone et al., 1984;
Buhrle et al., 1985; Hackentha et al., 1990; Kapitd 1.2, S. 8). Es ist zwar denkbar, dass die
Methode der enzymatischen Prgparation (Kapitd 221, S 37) Auswirkungen auf die
Morphologie der Zdlen hatte, jedoch waren beide Zdltypen trotzdem oft deutlich zu
unterscheiden und bei Vewendung der Redlichtkamera wurde die Region Uber die
ausgewertet wurde nur Uber diese rundlichen Zdlen gelegt (s. Kapitd 2.2.3.a, Abb.2.5, S. 49).
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Schlielfich it noch anzumerken, dass dle Zdlen innerhab des Gefdl3es, dso auch solche, die
gch nicht innerhalb des Messfensters befanden auf die in diesr Arbeit untersuchten Stimuli
gleich reagieten und diesbeziiglich keine Unterschiede festzugtdlen waren. Dies ig fir ANG
I in Abbildung 41 A-C (S. 98) gezeigt. Daraus konnte man folgern, dass sch glate
Muskelzdlen und die daraus entstehenden reninsezerniernden Zdlen (s Kapitd 1.2, S.8)
hindgchtlich der Resktion auf in diessr Arbet untersuchte Stimuli nicht unterscheiden, was auf
die glechen Cadum-Regulationsmechanismen hindeutet. Man muld aber bertickschtigen,
dad die reninszemnierenden Zdlen mit glaten Muskdzdlen, mit EGM  und mit
Endothelzdllen Uber gap junctions verbunden snd, so dad es unmoglich is, aus diesen
Beobachtungen auf den Kanabesatz der reninsezernierenden Zdlen zu schliefien (sa Kapite
1.3.1., S. 14 sowie Kapitd 4.3.1., S. 97).

4.3. Abhangigkeit der intrazdluldren Calcium-Konzentration vom Membranpotential

und von der extrazdluldren Calcium-K onzentration
4.3.1. Erhdhung der [Ca®*]; durch Calcium-Einstrom bei Depolarisation mit Kalium

Eine Erhohung der [K*], filhrte zu enem konzentrationsabhéngigen Anstieg der [C&']i in
reninsezernierenden Zellen der Raite, der bei einer Erhdhung von 2.8 mM [K], auf 20 mM
[K™]o 18 + 3 nM, bei einer Erhthung auf 30 mM [K*], 29 + 3 nM und bei einer Erhohung auf
60 MM [K™]o 38 = 4 nM betrug (Kapitel 3.2.1, S. 0, Abb. 3.4). Dieser Angtieg beruhte auf
enem Eingrom von extrazdlulé&rem Cdcium, was durch Entzug des extrazdluld&ren Cadciums
(0 Ca®*-Puffer) gezeigt werden konnte (Kapitel 3.2.2, S. 72, Abb. 3.6). Diesem Puffer wurde
nicht nur kein CaCh zugesetzt, die [C&'], war durch Zusaz von 5 mM EGTA so stak
gepuffert worden, dal3 der Cdcium-Gradient definitiv nicht mehr enwartsgerichtet war und
kein Eingrom mehr efolgen konnte. Superfundiete man die Zdlen mit diessm Puffer, 0
kam es zu dnem Abfdl der [C&"]; (Kapitd 3.22, S. 72), was auch fir Tubuluszellen der
Henle-Schieife, fur Zdlen der Macula Densa (Sdomonsson et al., 1991) sowie fur glatte
Muskelzdlen (Somlyo und Himpens, 1989) beschrieben wurde. Bel gleichzetiger Gabe von
30 mM [K*]o war unter diesen Bedingungen keine Anderung der [Caf']; mehr festzustellen.
Unter Normabedingungen (HEPES-PS) efolgte der Eingrom Uber spannungsaktivierte
Cdcdum-Kande, was durch gleichzeitige Gabe des L-Typ Cacum-Kanablockers Isradipin
gezeigt werden konnte (Kapitel 3.2.3, S. 74, Abb. 3.8). Isradipin gehtrt zur Gruppe der
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Abb. 4.1A: Hellfeldbild eines frisch isolierten
Glomerulus mit anhangender afferenter
Arteriole aus der Niere einer kochsalzarm
erndhrten Ratte.

Der rote Rahmen kennzeichnet das Mel3feld
(RQOI), in dem die reninsezernierenden Zellen
liegen, der weilRe Rahmen den proximalen
Anschnitt des GefalRes, in dem sich die
glatten Muskelzellen befinden, der schwarze
Rahmen die Haltepipette (HP) sowie die

Zellen, an denen die HP ansetzt. Die
Die Aufnahme erfolgte mit einer Restlichtkamera gestrichelte weifle Linie kennzeichnet die
(IC-200, PTI) unter Verwendung eines 100x sichtbaren Grenzen des Glomerulus.

Fluoreszenz-Olimmersionsobjektivs (Nikon). aA, afferente Arteriole; Gl, Glomerulus.

Abb. 4.1B und C: Falschfarbendarstellung des in 4.1A dargestellten Préparates.

Die Farben spiegeln die [Ca®"], in den Zellen wieder, wobei blau eine geringe Konzentration
(hier ca. 85 nM), grun eine hohere Konzentration (hier ca. 120 nM) codiert. Bei den hier
gezeigten Abbildungen handelt es sich um errechnete Bilder, welche den Quotienten aus
zwei getrennten Aufnahmen darstellen. Zunachst wurde die Fluoreszenzintensitét kei 340
nm Anregung, dann bei 380 nm Anregung (gemessen bei 510 nm) aufgenommen, die
Hintergrundfarbung abgezogen und dann die hier gezeigten Bilder berechnet. Der
scheinbare Calcium-Gehalt des Hintergrundes entspricht nicht der Realitat sondern beruht
auf dem, in diesem Fall nutzlosen, Rechenergebnis des Programms. (B) ist eine Darstellung
der [C&"]; wahrend der Perfusion mit HEPES-PS, wahrend (C) die Situation wahrend
Stimulation mit 1*10° M ANG Il widerspiegelt. Es ist deutlich zu sehen, daR alle Zellen
innerhalb wie auRerhalb des Melfeldes (roter Rahmen) gleich auf den Stimulus reagieren.
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Dihydropyridine, ener der dre Substanzgruppen, die ds Blocker spannungsaktivierter
Cdcadum-Kandle beschrieben werden. Die Dihydropyridine binden mit hoher Affinitét an
inktiviete Cadcum-Kandle, wobel de ihre Bindungsstelle von der extrazdluldren Sdte aus
erreichen (Catteral und Striessnig, 1992).

Die hier gewonnenen Ergebnisse werden durch bereits vertffentlichte Daen gestiitzt.
Fishman beschrieb bereits 1976, da3 eine Erhthung der [K'], auf ungefdr 60 mM
reninsezernierende  Zellen der Maus depolariserte.  Depolarisation  fihrt  in glatten
Gefddmuskdzdlen, aus denen dch reninsezernirende Zdlen entwickeln, zu enem Andieg
der [C&®*];, der auf einem Cacium-Einstrom berunt (Somlyo und Himpens, 1989). Weiterhin
konnten Sdomonsson et al. (1997) in afferenten Arteriolen vom Kaninchen einen durch
Applikation von 25 mM [K'], ausgelésten Anstieg der [Ca#]i messen, von dem se
annehmen, dal3 e durch enen Einsrom durch L-Typ Cddum-Kande efolgte. Im Gegensatz
dazu konnten Kurtz und Penner (1990) in Fura2 beladenen reninsezernierenden Zellen der
Maus be Applikation von 80 mM [K'], zwar ebenfdls eine Depolarisation jedoch keine
Anderung der [C&']i mesen. Die hier gezeigten Experimente machen einen Cadcium-
Eindrom Uber spannungssktiviete L-Typ Cddum-Kandle sehr wahrscheinlich (s Kapitd
323, S 73), woba es dledings beziglich deren Vorhandensain in reninsezernierenden
Zdlen widersprichliche Ergebnisse gibt. Kurtz und Penner (1990) konnten nicht nur keine
Anderung der [C&']i beobachten (s0), sie konnten in voltage damp Experimenten auch
keine flir spannungssktiviete Cdcium-Kandle typischen Einwéartsstrome messen, was
dledings auch auf enen sthnellen Aktivitdsverlus der Kande zurlickzufihren sein kann
(Kurtz und Penner, 1990). Se untersuchten 150 Zdlen, die bis zu 100 um vom Glomerulum
entfernt waren, ohne dald3 Unterschiede beziiglich des Verhdtens dieser Zelen festgestellt
werden konnten (Kurtz und Penner, 1990). In weiteren Experimenten konnten Scholz und
Kurtz (1995) in glatten Muskdzdlen, die sch in ener Entfernung von mehr as 100 um vom
Glomerulum  entfernt  befanden  e@nen  Dihydropyridin-sengtiven  Cddum-Andieg  auf
Depolarisation nachweisen, nicht jedoch in Zdlen in ener Entfernung bis maxima 50 pm
vom Glomerulum. Laut Hackenthd et al. (1990) kommen reninsezernierende Zdlen in der
afferenten Arteriole der Maus bis in eine Entfernung von Uber 100 pum vor, jedoch betragt
bereits in einer Entfernung von 30 um die Wahrschenlichkeit ene solche Zdle anzutreffen
nur noch 50 %. Neben reninsezernierenden Zellen kommen in den afferenten Arteriolen noch
glate Muskdzdlen vor (Hackenthad et al., 1990), von denen bekannt ist, da3 se Uber
goannungsaktivierte  Cdcium-Kande verflgen. Karaki et al. (1997) nennen den L-Typ
Cdcum-Kand ds enen der Hauptwege fir enen Cacium-Eingrom in glaiten Muskezdlen.
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Weiterhin konnte durch Depolarisation mit Kaium die Reninsekretion inhibiert werden, was
in Kapitd 1.3.1. (S.14) bereits erlautert wurde. Der hier beobachtete [K *],-abhéngige Andtieg
der [C&']; beruht wahrscheinlich auf dner Zunshme der Offnungswahrscheinlichkeit der
goannungsaktivierten  Cacum-Kande mit zunehmender Depolarisation, wie es fur glate
Gefdlimuskelzellen  bereits  beschrieben wurde (Nelson et al.,, 1990). In diesem
Zusammenhang wée es interessant den Nachwels der L-Typ Cdcdum-Kandle auf
reninsezernierenden  Zellen mittedls  Immunfluoreszenz zu  versuchen, da die Probleme, die
einen eektrophysologischen Nachwel's erschweren, dabel keine Rolle spiden.

Eine weitere Moglichkeit, die zu den beobachteten Angtiegen der [C&'] in
reninsezernierenden Zelen bel Depolarisation mit Kdium geftihrt haben konnte, beruht auf
der Tatsache, dass diese Zellen Uber gap junctions mit den benachbarten glatten Muskelzdlen,
den EGM sowie den Endothelzellen verbunden sind (Kapitd 1.3.1., S.13). Es wéare denkbar,
dess die Depolarisation mit [K'], zu dnem Caddum-Eingrom iber spannungsaktivierte
Cdcdum-Kandle in glatte Muskdzdlen fihrte und dch dieser Cdcium-Andieg ds ,,Cdcium-
Wedle* Uber die ggp junctions in die benachbarten reninsezermnierenden Zelen audoreitete.
Dies wirde auch erkléaren, weshab bei Gabe des L-Typ Cadcium-Kanalblockers lsradipin kein
Anstieg der [C&']; zu sehen war, da en mdglicheweise die ,Cacium-Welle* auddsender
Eindrom Uber spannungssktivierte Cdcium-Kande in glate Muskdzdlen ebenfdls inhibiert
ware. Diee Art der Walterleitung enes Cacium-Andiegs in benachbarte Zedlen wurde
berdts fir eine Vidzahl von Zdlen beschrieben, so z.B. fir Chondrozyten und Synoviazellen
in Co-Kultur (D'andrea et al., 1998), fir Herzmuskdzdlen (Miura et al., 1998) und fir
Endothelzdlen der Koronararterie des Schweins in Primékultur (Domenighetti et al., 1998).
Um herauszufinden, ob solch ein Mechanismus hier eéne Rolle spidt, missen in zukinftigen
Untersuchungen die gap junctions vor der Depolarisation mit [K '], entkoppelt werden.

4.3.2. Erhéhung der [Ca®*]; bei Erhéhung der extrazellularen Calcium-Konzentration

Eine Erhdhung der [C&'], fihrte zu einem revesblen Andieg der [C&']i in
reninsezernierenden Zellen der Ratte (Kapited 3.24, S. 75, Abb. 3.9), was auf eine reativ
starke Abhangigkeit der [C&']i von der [Ca&%']o und damit auf eine erstaunlich hohe Calcium-
Permesbilitd schlieRen 18, Dieser Andieg war nicht Igradipin-sengtiv, efolgte dso nicht
wie be Depolarisation mit Kaium Uber spannungssengtive Cacium-Kandle (Kapite 3.2.4.,
S. 75, Abb. 3.10).
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Die warschenlichde Ursache ig  en  Cdcium-Eingrom durch  spannungsunabhéngige
Cddum-Kandle, die unter Ruhebedingungen gedffnet snd. In Tubuluszdlen der Ratte fihrte
eine Erhdhung der [C&*], zu enem Ansieg der [Ca&'];, der ebenfdls auf einen passiven
Eingrom durch spannungsunabhéngige Cacium-Kandle zurickgefihrt wurde (Taniguchi et
al., 1989). Die Eingdlung enes neuen Cdcium-Glechgewichts soll dabei auf enem
Gleichgewicht zwischen passvem Eingrom und aktivem Auswartdransport (v.a Cdcum-
ATPasen) beruhen, wobe es moglichewese auch zu ener Aufnéhme von Cdcium in
Mitochondrien, zur Stimulation von Cadcum-ATPasen be deigender Cacium-Konzentration
(evtl. Uber Cadmodulin) und / oder zu ener geringeren Permesbilitét bei steigender [Ca’'];
(Cdcium-abhédngige Cdcium-Kande) kommen kann (Taniguchi et al., 1989).

Neben den spannungssendtiven  und -insengtiven Cadum-Kandlen gibt es noch weitere
Wege, die zu einem Anstieg der [C&*]; fihren konnen. Be Erhdhung der [C&?*], kommt es
2u eng Velangsamung des Natrium-Cadum-Austauschers (Mechmann und Pott, 1986),
was den Angieg der [C&']i zT. eklden kénnte. Glechzetig wurde zur Aufrechterhdtung
der Osmoldlitét bei Erhohung der [C&*]o von 1 mM auf 20 mM die [N&], von 140 mM auf
1115 mM verringert. Entzug des [Na]o, durch Verwendung von nomindl Na-freier Losung
(148 mM NaCl wurden isoosmotisch durch NMDG ersetzt), fihrte in afferenten Arteriolen
des Kaninchens zu einem Ansieg der [C&']i (Fowler et al., 1996), eine Beobachtung, die
auch von Nelson et al. (1999) bei Reduktion des [Na'], von 150 mM auf 2 mM in afferenten
Arteriolen der Ratte gemacht, und in beden Fdlen auf ene Umkehr der Transportrichtung
des Natrium-Cddum-Augtauschers  zurlickgefihrt wurde. Dazu dirfte es in den hier
durchgefuinrten  Untersuchungen wegen der  vergleichsweise geringen Abnahme der [Na],
zwar nicht gekommen san, jedoch dirfte der verminderte Natrium-Gradient Ober der
Plasmamembran zusammen mit der gleichzeitigen Erhohung der [C&'], zur Verlangsamung
des Natrium-Cacum- Austauschers und damit zum Anstieg der [Ca?*]; beigetragen haben.

Waterhin konnte die verringerte [Na'], zu einer Aktivierung der Phospholipase C (PLC),
dariber zu ener Erhdhung der IPs-Konzentration und dadurch zu einer Freseizung von
Cdcdum aus intrazdluléren Speichern geflhrt haben, wie es fir glatte Muskezdlen gezegt
werden konnte (Somlyo und Himpens, 1989 nach Smith et al., 1989).

101



4.4. Effekt von ANG |l auf dieintrazdlulare Calcium-K onzentration

Wie in Kapitd 3.3 (S. 77) beschrieben, fihrte die Gabe von ANG Il zu einem Angtieg der
[Ca®]i in reninsezernierenden Zellen der Rate, der ab einer Konzentration von 3108 M
ANG Il deutlichin zwe Phasen gegliedert war (s. Abb. 3.11A und B).

Wie in der Einletung beschrieben (Kapitd 1.3.2,, S. 21), fuhrt die Bindung von ANG Il an
seinen Rezeptor erdens zur Bildung von IP; und darlber zu ener trangenten Freisstzung von
Cdcium aus intrazdlul&ren Speichern (Pesk-Phase) und zweitens zum Einstrom von Cacium
aus dem Extrazdlularaum (PlaearPhase). Auf wechem Weg Cdcium aus dem
Extrazdlul&raum Uber die Plasmamembran gelangt i umdritten. Kurtz und Penner (1989)
diskutieren eine unspezifische Kationenlaitféhigkeit, wohingegen andere wie z.B. Kornfed et
al. (1997) spannungssktivierte Cacium-Kande favoriseren. Die in dieser Arbet ermittelten
Ergebnisse  gorechen fur das Vorhandensan von  spannungssktivierten L-Typ Cadum-
Kanden, da die durch Erhohung der [K™], ausgdoste Depolaistion zu enem Cadum-
Eintrom im Bereich der reninsezernierenden Zdlen flhrte, der Isradipin-sengtiv. war (vgl.
Kapitd 3.2.3,, S. 74). Eine mogliche Signakette konnte also ausgehend von der Bindung von
ANG Il an seinen Rezeptor (Kapitel 1.3.2., S. 21) Uber die dadurch ausgedste Inhibition der
Ki-Kande sowie Uber die Aktivieeung der Cdcium-abhéngigen Chlorid-Kande zur
Depolarisation der Plasmamembran gefihrt haben. Diese Depolarisation konnte nachfolgend
zur Offnrung der L-Typ Cdcum-Kande, zum Cadum-Eingrom und schlielich zum
beobachteten Calcium-Angtieg gefuhrt haben. Diese Hypothese konnte durch ANG I
Expeimente in Gegenwat von Igadipin  Uberprift werden, jedoch wurden solche
Untersuchungen noch nicht durchgeftihrt. Wahrscheinlicher it aber, dass das Entleeren der
intrazdlulden [Ps-sengtiven Cddum-Speicher zu @nem  Cdcdum-Eindrom Uber CRAC-
Kande flhrt, én Mechanismus der auch in glaten Muskdzelen der afferenten Arteriole
nachgewiesen werden konnte (Fellner und Arendshorst, 1999; sa. Kapitel 1.3.2.,, S. 22).

Warum die beobachtete Gliederung des Cadcium-Angiegs in Pesk- und PlateauPhase erst
ab einer Konzentration von 3*10% M ANG Il zu sehen war, |&% sich nicht genau kldren. Am
wahrscheinlichsten i, dal3 die Pesk-Phase erst eine gewisse Grof3e erreichen mulde, bevor sie
detektiert werden konnte und ene Konzentration von 3*10% M ANG Il nur in manchen
Félen augreichte, um diese Nachweisgrenze zu Uberschreiten.

Die in dieser Arbat fir den Gesamteffekt (Integrd von tp bis tg) ermittdte ECso von 11
nM, geht in Einklang mit Werten aus der Literatur. So findet man Werte von 3 nM gemessen
in Ratten-Podocyten (Henger et al., 1997), 18 nM gemessen in Myocyten aus der Pfortader

102



der Ratte (Mordl et al., 1996) und 20 nM gemessen in humanen Fibroblasten (Ceolotto et al.,
1998).

45. Effekte des Karp-Kanaltffners Levcromakalim und des Karp-Kanalblockers
Glibencdamid auf das Membranpotential und die intrazdlulare Calcium-

Konzentration

4.5.1. Effekt auf das Membranpotential

Der Grund fir diese Untersuchung war die Beobachtung, dass Gabe des Karp-Kanddffners
Cromakaim zur Vasordaxation fihrt und dieser Prozess von ener Hyperpolarisation der
Plasmamembran der glaiten Muskelzellen beglaitet wird (Ferrier et al., 1989 nach Hamilton et
al., 1986). Da reninsezernierende Zedlen metgplagtisch umgewanddte glaite Muskelzelen
and (Kepitd 1.2, S8) und Cromakdim die Reninsekretion von isolierten reninsezernierenden
Zdlen doimuliert (Kapitd 131, S15), wurde die Hypothese aufgestdlt, dass
reninsezernirende  Zellen Katp-Kande bestzen und die Hyperpolarisation infolge der
Offnung dieser Kandle die Reninsekretion senkt (Ferrier et al., 1989). Der Mechanismus, ber
den die Karp-Kanddffnung die Reninsekretion erhdhte blieb jedoch unklar, so dal3 ds
madgliche Ursache neben der Hyperpolarisation per se auch ein dadurch ausgeloster Abfdl der
[Ca®*]; in Frage kommen konnte.

Dea Katp-Kanddffner LCRK bewirkte eine Abnahme der Huoreszenzintenstét in
DiBAC4(3)-bdadenen reninsezernierenden Zdlen um 4.3 £ 2.3 % (0.3 uM LCRK) bzw. 3.6 £
11 % (1 uM LCRK), was Potentiddnderungen um 18 + 10 mV (0.3 uM) bzw. 15+ 5mV (1
MM) entsprach (S. 82, Abb. 3.14A). Der Katp-Kanablocker GBC (1 uM) hingegen bewirkte
wédhrend der durch LCRK hervorgerufenen Hyperpolarisstion eine Repolarisation der
Membran zurtick zum Ausgangspotential (S. 82, Abb. 3.14B), wohingegen Gabe von GBC (1
pM)  dleine oder glechzetig mit LCRK kenen Effekt auf die DIiBAC4(3)-
Fluoreszenzintensitét und damit auf das Membranpotentid der Zedlen hatte (S. 83, Abb.
3.14C).

Die hier beobachteten Effekte des Katp-Kanaoffners LCRK und des Katp-Kanablockers
GBC decken dch mit ener Vidzahl von Untersuchungen am gleichen und weiteren
Prgparaten (s Kapitd 1.3.1., Abschnitt Membranpotentid). Zusammengenommen weisen

diese Ergebnisse auf das Vorhandensaein von Katp-Kanden in reninsezernierenden Zdlen hin
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(sa Russ et al., 1999), was durch weitere Befunde unterstiitzt wird. Erstens sind Katp-Kande
in glaten Muskelzellen nachgewiesen worden (Ubersicht in: Ashcroft und Ashceroft, 1990;
Nelson und Quayle, 1995; Quast, 1996), und reninsezernierende Zelen in der afferenten
Arteriole dnd metgplagtisch verdnderte glatte Muskdzdlen (Hackenthd et al., 1990),
zwetens  beanflussen Katp-Kandoffner  und  -blocker  die  Reninsekretion  in
reninsezernierenden  Zdlen in Prim&kultur, in isolieten afferenten  Arteriolen sowie in
isolierten perfundierten Nieren der Ratte (Ferrier et al., 1989; Valon et al., 1998; Jensen et
al., 1998) und drittens wurden in dem hier verwendeten Préparat hoch affine Bindungsstdlen
fur den Katp-Kana 6ffner P1075 nachgewiesen (Metzger und Quast, 1996).

4.5.2. Effekt auf [Ca®");
a) Effekt von LCRK auf [ Ca®*]; unter Ruhebedingungen

Der Katp-Kandoffner LCRK hatte keinen Effekt auf die [C&']; in reninsezernierenden Zellen
der Ratte unter Ruhebedingungen. Durch Untersuchungen an  frisch  dissoziierten
Endothelzdlen aus Kaninchenarterien kamen Kainik und Adams (1995) zu enem
vergleichbaren Ergebnis. Sie fanden, dass 25 uM LCRK keinen Effekt auf die [Ca*]i unter
Ruhebedingungen hatten (Katnik und Adams, 1995). Im Gegensatz dazu beobachteten Ito et
al. (1991) sowie Itoh et al. (1992), dal3 Gabe der Katp-Kanddffner Pinacidil und LCRK die
[Ca"]; glatter Muskelzellen der Mesenteridarterie des Kaninchens unter Ruhebedingungen
reduzierte (vgl. Kapite 1.3.1., S. 11).

b) Effekt von LCRK auf [ Ca?*]; wahrend Stimulation

ANG I

In der hier durchgefiihrten Arbeit konnte kein Effekt von LCRK auf den Angtieg der [C&'];
nach Gabe des kontraktilen Agonisten ANG Il gezeigt werden. Beziiglich des Effektes der
Katp-Kandtffner af den durch Agonigen induzieten Cadcdum-Angieg gibt es
widersoriichliche  Aussagen. Bedtdtigt werden die hier  gewonnenen Ergebnisse  durch
Untersuchungen an Koronararterien des Kaninchens und des Schweins wo Cromakdim und
Ki 4032 den durch 30 mM KCI hervorgerufenen Calcium-Andieg nur z.T. inhibieren konnten

104



sowie durch Untersuchungen an der Mesenteridarterie der Ratte, wo Pinacidil den durch 128
mM [K*]o hervorgerufenen Anstieg der [C&'];i nicht inhibieren konnte (Itoh et al., 1992).
Desweiteren gibt es Untersuchungen an der Rattenaorta und der Femordarterie des
Kaninchens, wo Cromakadim den Noradrendin-induzieten Cacum-Angieg nicht inhibieren
konnte (Karaki et al., 1997). Im Gegensatz dazu stehen Ergebnisse, die an der Aorta (Karaki
et al., 1997) sowie der Mesenteridarterie der Ratte (Itoh et al., 1992) gewonnen wurden. In
diesen Experimenten konnte der Katp-Kandoffner Nicorandil den durch ANG Il (Karaki et
al., 1997) bzw. konnte der Katp-Kanddffner Finacidil den durch Noradrendin (Itoh et al.,
1992) hervorgerufenen Cacium-Angieg vollsandig inhibieren.

Erhohte [C&*]o

Nachfolgend wurde durch Erhéhung der [C&®*]o von 1 mM auf 5 bzw. 20 mM der Cacium-
Gradient Uber der Plasmamembran erhtht, wodurch die Triebkraft fur einen Cacium-
Eindrom be der LCRK-induzieten Hyperpolarisation der Plasmamembran angeigt. Auf
welchen Wegen es zu dem beobachteten Anstieg von [C&']; bel Erhéhung der [C&']o
kommen kann (spannungsunabhdngige Cdcum-Kande, Verlangsamung des Natrium-
Cddum-Augtauschers, Aktivierung der PLC) wurde bereits in Kapitd 4.32 (S. 100)
diskutiert. Warum trotz eines deleren Cacium-Gradienten bei Gabe von LCRK kein Angtieg
der [C&*]i zu sehen war, liegt moglicherweise an Prozessen, die auch in Kapitel 4.3.2 schon
genannt wurden. Zum einen is dies ene mogliche Aufnahme von Cacdum in Mitochondrien,
zum 2zweten die Stimulaion von Cddum-ATPasen be geigender Cacium-Konzentration
(evil. Uber Cadmodulin) und zum dritten eine geringere Permesbilitt bei steigender [C&);
(Cdcium-abhdngige Cdcium-Kande) (Taniguchi et al., 1989). Alle diese Prozesse konnten
einem bei Hyperpolarisation miglicherweise erfolgenden Anstieg der [Ca?*]; entgegegenwirkt
haben, so dal} kein Nettoeffekt zu sehen war. An dieser Stelle mul3 auch erwahnt werden, dal3
der durch Erhdhung der [C&'], induziete Anstieg der [C&']i moglicherweise zur
Inaktivierung der Katp-Kande gefiihrt haben konnte. Sowohl Hehl et al. (1994) als auch
Hussain und Wareham (1994) konnten an ingde-out patches von Skdettmuskelfasern der
Maus zeigen, da3 Cacum-Konzentrationen zwischen 01 und 2 mM  an der
zytoplaamatischen Sdite des patches zur Inaktivierung der in der Membran befindlichen Katp-
Kande fiihrte. Daraus folgt, daR3 die Gabe von LCRK vor der Erhohung der [C&?*], erfolgen
mifte, da die Plasmamembran dann bereits hyperpolarisert wéae und man moglicherweise

weniggtens kurzzeitig enen Cacum-Angtieg sehen konnte.
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Ein weterer Mechanismus, welcher die durch LCRK hervorgerufene Hyperpolarisation
schwéchen und damit auch enem verstérkten Cacium-Eindrom entgegenwirken konnte, ist
die Aktivierung von Cdcium-abhéngigen Chlorid-Kanden, die in glaiten Muskdzdlen und
giner Vidzahl weiterer Zdltypen bereits nachgewiesen wurden (Ubersicht in Large und
Wang, 1996). Auch in reninsezerniereden Zelen konnte in patch clamp Experimenten von
Kurtz und Penner (1989) diese Kandle nachgewiesen werden, da ein Angieg der [C&']i zu
gnem glachzatigen Chlorid-Ausstrom  fihrte. Der  beobachtete  Ausstrom  von  Chlorid
entlang sanes  dektrochemischen  Gradienten beuht af dem in Bezug zum
Membranpotentia  relativ. - podtiv - liegenden  Gleichgewichtspotentidl  von  Chlorid  (Eq),
welches in glaten Muskdzdlen zwischen -30 und -6 mV betrégt (Large und Wang, 1996
nach Aickin, 1990). Da das Membranpotentid reninsezernierender Zellen be -61 £ 1 mV
liegt (Russ et al., 1999) kame es, bel einem dem Eq in glaten Muskdzdlen vergleichbaren
Wert, zu enem Chlorid-Ausstrom und dadurch zu einer Depolarisation der Plasmamembran,
welcher der durch LCRK hervorgerufenen Hyperpolarisation  entgegenwirken  wirde.
Daneben wurde aber fir glatte Muskelzellen aus der Pfortader der Ratte berichtet, dald zur
Aktivierung des lcca mindestens eine [C&']; von “180 nM vorliegen muR und die
habmaximae Aktivierung erst bei einer [C&*]i von “365 nM zu beobachten ist (Large und
Wang, 1996 nach Pacaud et al., 1992). Fir Zdlen aus der Trénendriise der Ratte wird fur die
Aktivierung des Icicy sogar en Schwellenwert im mikromolaren Bereich angegeben (Marty
et al., 1984). Da die [C&"]; be FErhthung der [C&*], in den hier durchgefiihrten
Experimenten nur Werte von maxima 190 nM erreichte (Kapitd 3.4.2.b, Tab. 312, S. 86) i
es somit fraglich, ob die Aktivierung dieser Kandle hier eine Rolle gepidt hat.

Erhohte [K "], und [C& o

Be diesen Untersuchungen sollte der Effekt des Katp-Kandoffners LCRK auf enen Kadium-
induzierten Angtieg der [C&']i (Kapitd 3.21, S. 69 und Kapitd 4.3.1, S. 97) untersucht
werden. Wie schon beschrieben, liegt das Ruhemembranpotentia der reninsezernierenden
Zdlen ba -61 + 1 mV (Russ et al., 1999; Kapite 1.3.1., S. 11) und das mit der Nernst-
Gleichung berechnete Kdium-Gleichgewichtspotentid ba -105 mV (Kapitd 2.2.3.b, S. 51),
0 dal3 die Offnung von Katp-Kanden zu eénem Aussrom von Kaium und dadurch zu einer
Hyperpolarisation fuhrt. In diesen Experimenten musste darauf geachtet werden, dass die
Erhohung der [K™], rdaiv klein blieb, so dass die Zdlen nicht zu stark depolarisierten, da mit
zunehmender Depolarisation die Differenz zwischen  Membranpotentid  und Kdium-
Gleichgewichts-potentid  und damit die trebende Kraft fir enen Kaium-Ausstrom immer
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geringer wird. Aus diesem Grund wurde die [K]o nur auf 20 mM erhoht, da unter diesen
Bedingungen das Kdium-Glechgewichtspotentid noch negativer (-52 mV, berechnet nach
der Nerngt-Gleichung) ds das Membranpotentid (ca. -41 mV nach Haeuder, 1983 sowie
nach Korbmacher et al., 1989) ist, so dass die Offnung der Katp-Kande noch zu dénem
Kdium-Ausstrom und damit zu ener Hyperpolarisaion fihrt. Da die durch Depolarisation
mit 20 mM [K"]o induziete Anderung der [C&']i verhdtnismélig klein ist, wurde zusitzlich
die [C&€To von 1 mM af 5 mM ehdht, um enen potentidlen Cacum-Einsrom zu
versaken (S. 88, Abb. 3.19). Auch unter diesen Voraussetzungen konnte bel Gabe von
LCRK keine Anderung der [Ca'];i gegeniber der Kontrolle festgestellt werden. Durch
Depolarisation mit 20 mM [K™], erreicht das Membranpotential der Zelen einen Wert, der die
Offenwahrscheinlichkeit  spannungssktivierter  Cdcum-Kande erhdht und  dadurch  einen
Anstieg der [C&*]; um ca 18 nM herbeifilhrt (S. 69, Tab. 3.2). Gabe von LCRK fiihrt zu einer
Hyperpolaiisation der Zelen welche zum Schlieffen der  spannungsaktivierten  Cacium-
Kande fihrt und dadurch diesen Cdcium-Eingrom inhibiet. Glechzatig efolgt aber
hochswahrscheinlich en Eindrom  Uber  gpannungsunabhdngige  Cdcium-Kande (Kapitd
452, S 105), der durch die Hyperpolarisation angetricben wird. Zusizlich spiden hier
Prozesse wie Cdcium-ATPasen eine Rolle, die bereits beschrieben wurden (Kapitel 4.5.2, S.
105). Auch in diesen Experimenten konnten aso gegenldufige Prozesse dazu gefiihrt haben,
daf? als Nettoeffekt keine Anderung der [Ca?*]; festzustellen war.

Warum bel Gabe des Kartp-Kanddffners LCRK in keinem Fal en Effekt auf die [C&]; in
reninsezernierenden  Zdlen haite, kann mehrere  Ursachen haben. Zum enen scheinen
préparatspezifische Unterschiede der Wirkung der enzenen Subsanzen ene Rolle zu
giden, da sowohl unter Ruhebedingungen ds auch be Stimulation mit Agonigen in der
Literatur sehr widersprichliche Ergebnisse zu finden snd (Kapited 452, S. 105). Zum
anderen konnten zdluldre Prozesse ene Rolle gespidt haben, die die Detektion eines Effektes
verhinderten. Die in der Einleitung (Kapitd 1.3.1., S. 17) gedul3erte Hypothese, dal3 es bel der
durch die Katp-Kandoffner verursachten Hyperpolarisation zu einer Reduktion der [C&];
und dartber zu einer Stimulation der Reninsekretion kommen konnte, ist auf den ersten Blick
zwar hinfélig, jedoch kénnte es auch nur zu lokalen submembrangren Anderungen der [C&'];
kommen, die mit der hier verwendeten Methode nicht nachwesbar snd. In diesem
Zusammenhang wére ene Lokaisation der Kande auf zdluldrem Niveau von Interesse, da
man dann zwischen eing maoglichen lokden Haufung oder einer glechmdigen Vertelung
Uber die gesamte Zéelloberflache unterscheiden konnte.
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4.6. Untersuchung der Exo- und Endozytose mit FM 1-43

In dieser Arbeit wurde versucht die Reninsekretion aus reninsezernierenden Zellen der Rate
mit Hilfe des Huorezenzfabdoffes FM 1-43 nachzuweisen. Dabel  wurden vier
Versuchsserien durchgefiihrt und immer zwischen der Farbung vor und nach Stimulation der
Reninsekretion verglichen. Von welchen Faktoren die Reninsekretion abhéngig i und wie
die hier verwendeten Subgtanzen diese inhibieren bzw. simulieren wurde in Kapitd 1 berets
beschrieben.

Mit der in diessr Arbeit verwendeten Methode zum Nachwels exo- und endozytotischer
Prozesse konnte in keinem Fal en postives Ergebnis erbracht werden (s Kapitd 3.5).
Hauptsachlich lag dies an der Art der Substanzapplikation (Mikroliterspritze), die in 71 % (85
von 120 Experimente) aufgrund eines durch Erschiitterungen bedingten Postionswechsels der
Glomerula enen Vegleich Uberhaupt nicht zulie3 (s Kapitd 35). Sdbst wenn de
Subgtanzen Uber die Superfuson zu gpplizieren gewesen waren, héten die durch den Badfluld
auxdosen Erschitterungen  e@ne  Aufnahme mit dem LSM  unméglich  gemecht.
Bewegungsartefakte konnten auch bei Gabe von 100 mM Sucrose-Puffer, 1*10° bzw. 1*10°7
M ANG Il eine Rolle gespidt haben. Gabe von 90 mM Sucrose fihrte zur Kontraktion
mikrodissozierter render Arteriolen und Arterien der Rate (Jensen und Skott, 1993) und
bereits 0.1 nM ANG Il fuhrte zur Kontraktion der afferenten Arteriole in Ratten (Carmines
und Navar, 1989).

Waum be den Experimenten, be denen en Veglech moglich war trotzdem ken
postives Ergebnis erlangt wurde, kdnnte mehrere Ursachen haben. Zum enen war aufgrund
des gandig anwesenden Farbstoffes der Vergleich zwischen den Férbungen vor und nach
Stimulation sehr schwer, weswegen versucht wurde Uberschiissgen Farbstoff  auszuwaschen.
Aus dem gleichen Grund wurde in drei weteren Experimenten durch erneute Stimulation in
Abwesenheit von FM 1-43 versucht, eine Abnahme der Farbintensitéd zu sehen (s Kapitd
35). Ba zuvor efolgter Endozytose farbstoffgefiillter Veskd wére dies ein Zeichen fir die
ermneute Exozytose dieser Veskd, ene Technik, die sch Betz und Bewick (1992) zunutze
machten, um das Veskd-Recycling an neuromuskuléren Synapsen des Frosches Rana
pipiens mit dem Farbstoff FM 143 zu untersuchen. In dlen diesen Experimenten konnte zwar
die Intengitét der Farbung reduziert werden, jedoch war keine intrazellulére Farbung zu sehen.

De wahrscheinlichsde Grund ist aber die geringe Menge an exozytieten Granula. Laut
Skott erfolgt die Reninfresstzung durch Exozytose (Skott, 1988) und l&uft in Form von
Episoden ab, wobel bel jeder Episode ein Granulum sezerniert wird (Skott, 1986). Messungen
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an isolierten afferenten Arteriolen der Ratte ergaben, dal3 die basale Reninsekretion mit einer
Frequenz von ungefdhr einem freigesetzten Granulum pro 5 min pro Arteriole erfolgt (Skott,
1986 und 1988), was en relativ sdtenes Ereignis ist und den Nachweis zusédtzlich erschwert.
Laut Skott et al. (1986) betragt die Anzahl der reninsezernierenden Zelen pro Arteriole
zwichen 5 und 20, s0 dal3 ene enzene reninsezernierende Zdle pro 5 Minuten zwischen
1/20 und 1/5 Granula sezermiert. Pro Minute liegen die Werte nur noch zwischen 1/100 und
1/25 Granulum, so dal3 die Wahrscheinlichket, dal?3 eine enzdne reninsezernierende Zelle pro
Minute ein Granulum sezerniert zwischen 10 und 4* 1072 liegt.

Sossth  (1999) konnte an isolierten reninsezernierenden  Zellen der  Ratte  durch
verschiedene Protokolle (10° M Forskalin + 10% M IBMX, 10° M Forskolin + 10% M IBMX
in Cadum-fréem Puffer, Reduktion der [C&']o von 2 af O mM) die Reninsskretion um bis
zu 230 % steigern. Ubertragt man diese Werte auf die Angaben von Skott (1986 und 1988), so
kommt man wéahrend der Stimulation auf eine Frequenz von 25 Granula pro 5 min pro
Arteriole. Inhibition mit 1*107 M ANG |l inhibiete die Reninsekretion isolierter
reninsezernierender Zellen der Ratte um ca 40 % (Sosath, 1999), was ener Frequenz von 0.6
fregesstzten Granula pro 5 min pro Arneriole (1 Granulum pro 83 min pro Arteriole)
entsorechen  wirde. Belrachtet man dch die zwete in diessr Arbet durchgefiirte
Versuchssrie, in der die Reninsskretion zundchst mit 1*10° M ANG Il inhibiert wurde und
anchlielfend mit 10 uM Forskalin + 100 uM IBMX gimuliet wurde, so ergibt sich nach
Sosath zwar eine Steigerung der Reninsekretion um ungefdhr das 4 fache, jedoch entspricht
dies auf der Ebene der einzdnen Arteriole nur ener zusdzlichen Freisstzung von ewa 2
Granula pro 5 min. Daraus wird auch deutlich, dass sdbst bel ener Stimulationszeit von 15
min die Wahrschenlichkeit, ein solches Ereignis zu beobachten, sehr gering is. Die geringe
Frequenz dieses Ereignisses wird auch durch eektronenmikroskopische Untersuchungen an
Nierenschnitten der Maus bedtétigt, bel denen nur in wenigen Fdllen der Nachweis der
Exozytose maglich war (Ogawa et al., 1995). Sdbst wenn fur jedes exozytierte Granulum die
entsprechende  Membranflache sofort wieder endozytiet wirde, dirfte dies fir die hier
verwendete Methode wohl an der Grenze der Nachweisbarkeit liegen.

Dazu kommt noch die Schwierigkeit der Detektion, die durch die Komplexitét des
Préparates bedingt is. Da dch der Farbgtoff in adle Plasmamembranen enlagert, falt es trotz
Vewendung eines konfokalen Mikroskops zuweilen sehr schwer die genauen Zdlgrenzen zu
sehen. Zusizliche Farbung der Gefae mit dem Nukleinsiurefarbstoff SYTO®59 verbesserte
zwar die Detektion der enzelnen Zdlen, jedoch nicht den Vergleich hingchtlich der Farbung
mit FM 1-43.
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Die Tasache, dass mit diessr Methode kein Nachweis der Reninsekretion zu erbringen war,
durfte wohl hauptsachlich in methodischen Problemen begrindet sein. Wirde an Stelle der
Glomeruli mit anhdngender afferenter Arteriole isolierte reninsezernierende Zdlen verwende,
50 bréchte dies folgende Vortelle mit sich:
Es gébe kaum Artefakte durch Erschitterung, da einzene Zdlen aufgrund ihrer Grole
bessr auf eilnem Objekttréger haften ds en reaiv groer Glomerulus, der zudem dem
Fissgketsstrom wesentlich mehr Widerdand bietet und deshdb auch leichter verschoben
wird.
Artefakte durch Gefa3ontraktion snd auszuschliel3en.
Die Detektion der einzelnen Zelen wirde keine Schwierigkeiten bereiten, da nur isolierte
Zdlen vorliegen wiirden.
Es wae lachter ene intrazdlulére Fabung zu deektieren, da kein komplexes
dreidimensiondes Gewebe vorliegt.
Man hétte eine vied grofiere Anzahl von Objekten zu Verfiigung, deren Farbung sich vor
und nach Stimulation relativ schnel vergleichen liele. Aulerdem konnte man  die
Sekretion mit ener hoheren Wahrscheinlichkait beobachten, was im folgenden erlautert
werden soll. Bei der Isolierung der Zelen aus Nierengewebe kann man laut Vdlon et al.
(1998) die Zdlsuspenson 0 weit aufreinigen, dald letzlich 80 - 90 % der erhdtenen Zdlen
reninsezernierende Zellen sind. Ubertragt man diesen Wert auf die Anzahl der isolierten
Zdlen pro Objekttréger (ca 4500, s. Kapitd 22.2), so berdgt die Zahl der
reninsezernierenden  Zellen zwischen 3600 und 4050. Berlckschtigt man die oben
angegebene  Wahrschenlichkat, mit der ene enzdne Zdle en Granulum pro Minute
sezerniert (1072 bis 4*10°2), so ergeben sich zwischen 40 und 160 Ereignisse (= Sekretion
enes Granulus) pro Minute ds basder Wert. Betrachtet man sich ermneut die zweite hier
durchgefiihrte Versuchsserie, in der die Reninsekretion zunéchst mit 1*10° M ANG I
inhibiert und anschlielfend mit 10 uM Forskolin + 100 uM IBMX gimuliet wurde, so
egibt sch nach Sosath eine Steigerung der Reninsekretion von 60 % auf 230 % des
basden Wertes (s0.). Bezogen auf die Anzahl der moglichen Ereignisse, kdnnte man unter
Inhibition zwischen 24 und 160, unter Stimulation aber zwischen 96 und 384 Ereignisse
pro Minute beobachten.

110



5. ZUSAMMENFASSUNG

Fur die Funktion eines Organismus ig die Konganthatung saines inneren Milieus (= Wasser
und Elektrolythaushdt) von entscheidender Bedeutung. Gdingt es ihm nicht, den Verlugst
lebensnotwendiger Substanzen  auszugleichen, i e auf Dauer nicht lebensfdnig. Beim
Menschen wird diese Funktion von den Nieren Ubernommen, die dadurch auf ene Vidzahl
von weteren Funktionen wie z.B. den Blutdruck wesentlichen Einflul3 nehmen. Ein wichitges
Steuerdement be dieser Regulation i das Renin-Angiotensn-Aldosteron-System (RAAS).
Die Aktivitdé des RAAS wird in erder Linie durch die Sekretiongrate der Aspartyl-Protease
Renin moduliert, so dass dle Faktoren, die die Reninsekretion beeinflussen gleichzetig den
Blutdruck und das Wasser- und Elektrolytgleichgewicht des ganzen Organismus beainflussen.
Renin wird in metaplagtisch umgewanddten glaiten Muskelzdlen gebildet, die in der Media
der afferenten Anteriole lokdigert snd. Die Anzahl diesr Zdlen ig varidbe und héngt z.B.
von der Menge an Kochsalz &b, die Uber die Nahrung aufgenommen wird. Die Reninsekretion
wird hauptsichlich durch das Nervensystem, den Barorezeptor-Mechanismus sowie den
Macula Densa-Mechanismus reguliert. Unter al den Faktoren und Mediatoren, Uber die diese
Mechanismen auf die Reninsskretion Einflud nehmen, spidt das Cdcium ene besondere
Rolle Ein Ansieg der [C&*]; in den reninsezemierenden Zdlen fihrt im Gegensatz zu den
meisen anderen sekretorischen Prozessen zu einem Abfal der Reninsekretion und umgekehrt
(Cdcium-Paradox). Um mehr Ober die nur unzurechend bekannten  zdluldren
Regulationsmechanismen  der  reninsezemierenden Zdlen  zu  efaren, wurde de
Abhangigkeit der [C&"]; sowie der Sekretion von verschiedenen Stimuli untersucht.

Im erden Tell der Arbeit wurde mittels eines Kaninchen Anti- Rettenrenin-Antikorpers die
Lokdisation der reninsezernierenden Zdlen in Kryoschnitten aus Nieren normd  sowie
kochsdlzarm erndhrter Tiere durchgefiihrt und diese Daten miteinander verglichen. Die Zdlen
waren in der Media der afferenten Arteriole lokaigert, wobe die Anzahl der reninpostiven
Arteriolen und die Anzahl der reninpogtiven Zdlen pro Arteriole in kochsdzarm erndhrten
Tieren ggnifikant groRer war ds in normd erndhrten Tieren. Waeterhin war es ersmds
madglich in isolierten reninsezernierenden Zdlen der Raite mit Hilfe einer Antikorperfarbung

und unter Verwendung eines konfokaen Mikroskops Reningranula darzugtellen.
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In enem 2zweiten Tel der Arbat wurde mit Hilfe des Cddum-sengtiven
Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 die [Ca’*]i in reninsezernierenden Zellen sowie die Regulation
der Cacium-Homoostase untersucht. Dabei zeigte sich, dal3 eine Erhdhung der [K™]o zur
Membrandepolarisation und zu einem konzentrationsabhéngigen Angtiey der [C&']i in den
untersuchten  Zellen filhrte, der von der Anwesenheit von [C&'], abhéngig war. Dieser
Angtieg war durch Gabe des L-Typ Cdcdum-Kandblockers Isradipin inhibierbar, was en
endeutiger Beleg fir die Anwesenheit spannungsaktivieter Cadcium-Kande ist. Weterhin
war die [C&"]; auch durch Anderungen der [C&'], Stark zu beeinflussen, was auf eine hohe
Cdcaum-Permesabilitét der Plasmamembran der Zdlen und damit auf weitere Cacium-Wege
(spannungsunabhéngige  Cacium-Kandle, Natrium-Cadcium-Augtauscher) Uber die Membran
hindeutet. Auch an diesar Stelle mul3 wieder auf die Tatsache hingewiesen werden, dal3 die
reninsezernierenden Zelen durch ggp junctions an die glaiten Muskezdlen sowie die EGM
gekoppelt snd und es deshdb nicht mdglich igt, eine Aussage Uber den Kandbesatz der
reningezernierenden Zelen zu machen.

Gabe des Vasokongriktors ANG |l fihrte zu einem konzentrationsabhéngigen Angtieg der
[C&"]; in reninsezernierenden Zellen, der ab einer Konzentration von 3108 M ANG Il in
eine Peak- und eine PlaeauPhase gegliedert war. Die in dieser Arbet ermittelte ECso von 11
nM geht in Einklang mit Werten aus der Literatur, die zwischen 3 (Ratten-Podozyten) und 2
nM (Myozyten aus der Pfortader der Ratte) liegen.

In einem weiteren Tell der Arbeit wurde untersucht, ob reninsezernierende Zelen Uber Katp-
Kandle verfiigen und ob die Aktivitét dieser Kandle Auswirkungen auf [Ca?']; der Zellen hat.
Es ist bekannt, da3 Katp-Kanddffner die Reninsekretion stimulieren (s. Kapitd 1.3, S.15),
wogegen Kartp-Kandblocker diese inhibieren, weswegen angenommen wurde, dald dieser
Effekt Cadcumrabhangig is. Mit Hilfe des spannungssendtiven Huoreszenzfarbgtoffes
DIBAC4(3) konnte ein Effekt des Katp-Kandotffners LCRK und des Katp-Kanablockers
Glibenclamid auf das Membranpotentia der reninsezernierenden Zdlen fesigestellt werden.
Damit wurde der Nachwell3 erbracht, dass diese Zdlen Uber ATP-sendtive Kdiumkande
verfiigen. Gldchzeitig konnte jedoch kein Effekt des Katp-Kanadffners LCRK auf die [Ca];
festgestellt werden, weder unter Ruhebedingungen noch wéhrend Stimulation mit 3+10° M
ANG Il. Auch bei Erhdhung der [Cat*], auf 5 bzw. 20 mM oder be gleichzeitiger Erhdhung
der [C&*]o auf 5 mM und der [K*], auf 20 mM konnte kein Effekt festgestellt werden. Die
Hypothese, dal} die Katp-Kanaoffner-abhdngige Stimulation der Reninsekretion dber einen
Abfdl der [C&']i erfolgt, konnte aber nicht bestétigt werden. Es kénnte jedoch auwch zu
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lokalen subzelluldren Anderungen der [Ca*]i gekommen sein, die mit der in dieser Arbeit
verwendeten Methode nicht detektiert werden konnten.

Im letzten Tel der Arbet wurde mit Hilfe des Exo-, Endozytosemarkers FM 1-43 versucht,
die Abhangigket der Reninsskretion von verschiedenen Stimuli  darzustdlen.  Trotz
verschiedener Versuchsanordnungen  konnte  kein Nachwels  erbracht  werden, was
wahrscheinlich an der geringen Haufigket lag, mit der dieses Ereignis auf zdluldrer Ebene
dattfindet.

Die in diesr Arbeit an reninsezernierenden Zdlen kochsdzarm erndhrter Ratten gewonnenen
Daten leisen enen Betrag zur Chaakteriserung der  reninsezernierenden  Zdlen,
insbesondere  zur  Aufkl&rung der  vidfdtigen Cacdum-Regulationsmechanismen und  damit
der Reninsekretion salbst.
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