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ADH antidiuretisches Hormon

Ang Il Angiotensin Il

ANP atriales natriuretisches Peptid

ARNA afferente renale Nervenaktivitét

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
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DEPC Diethylpyrocarbonat
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ENaC epitheliale Na*-Kanale

ERSNA efferente renale sympathische Nervenaktivitat
ET-1 Endothelin-1

ETa Endothelinrezeptor A

ETs Endothelinrezeptor B

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GFR glomerulare Filtrationsrate

IGF-1 insulin-like growth factor-1

IMCD inner medullary collecting duct; Sammelrohr der inneren Medulla
IP3 Inositol-Triphosphat

MRNA messenger RNA, Boten-RNA

MOPS Morpholinopropansulfonséure

NO Stickstoffmonoxid

PBGD Porphobilinogendesaminase

PDGF platelet-derived growth factor, embryonaler Wachstumsfaktor
RBF renaler Blutfluss

rRNA ribosomale RNA

TGF-R transforming growth factor-3, Transformierender Wachstumsfaktor 3

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Komponenten des Endothelinsystems

Das Peptid Endothelin (ET) wurde erstmals 1988 aus Endothelzellen der Schweineaorta
isoliert und charakterisiert (139). Es wurde damals bereits als einer der potentesten
Vasokonstriktoren beschrieben und ist seitdem Gegenstand zahlreicher Untersuchungen
physiologischer und pathophysiologischer Prozesse. Bisher konnten drei Isoformen des
Endothelinpeptids (ET 1-3) differenziert werden (Abb. 1-1), wobei im humanen System
das Endothelin-1 dominiert.

Es besteht aus 21 Aminoséuren (AS) und wird zum Grof3teil in Endothelzellen
produziert, was dem Gewebshormon seinen Namen verlieh (139). Die chemische
Struktur ahnelt den Sarafotoxinen, Neurotoxine, welche von Skorpionen und Schlangen
gebildet werden (65). Neben den Endothelzellen konnten Endotheline auch in Zellen der
Gefal- und Skelettmuskulatur, in Epithelzellen, in Leukozyten, Makrophagen sowie in
Zellen des zentralen Nervensystems nachgewiesen werden (43, 58).

Endothelin-1 wird aus dem Prékursor Pra-pro-Endothelin-1 von 212 AS Lénge
synthetisiert. Nach Spaltung des Pra-pro-ET-1 durch spezifische Peptidasen entsteht das
aus 39 AS bestehende Pro-Endothelin-1 (auch Big-Endothelin). Jenes wird durch das
Endothelin-Converting-Enzym-1 (ECE-1) in die biologisch aktive Form, das
Endothelin-1 umgewandelt. ECE-1 gehort zu der Familie membrangebundener,
phosphoramidonsensitiver Metalloproteasen. Drei Unterformen sind bekannt, welche
sich sowohl in der Funktion als auch in der Lokalisation unterscheiden (134). So
werden ECE-la und ECE-1c im Golgi-Apparat von ET-produzierenden Zellen
exprimiert und scheinen dort fiir die intrazelluldare Bildung von Endothelin-1 aus Big-
Endothelin-1 verantwortlich zu sein. Im Gegensatz dazu lasst sich ECE-1b in der
Plasmamembran ET-sensitiver Zellen nachweisen, wo es insbesondere fiir die Spaltung
des extrazellular gelegenen Big-Endothelins bedeutsam ist (53, 113).
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Endothelin-1

Abbildung 1-1: Aufbau der Endotheline 1-3 (modifiziert nach Haynes (53))

Die biologische Wirkung der Endotheline wird tUber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
vermittelt. Pharmakologische Untersuchungen bei Sdugetieren konnten bisher 2
unterschiedliche Formen identifizieren, den ETa- und den ETg-Rezeptor (53) (Tab.1-1).
Anhand von Rezeptorbindungsstudien wurde deren Vorkommen nahezu im gesamten
Organismus nachgewiesen. Die hochsten Konzentrationen wurden dabei in der Niere
und in der Lunge gefunden (66, 116), gefolgt von Gehirn, Herz und Aorta (66, 74, 84,
110).

ETa-Rezeptoren lassen sich vorrangig auf glatten GeféaBmuskelzellen finden und
vermitteln dort vasokonstriktorische und mitogene Effekte (Tab.1-1). Durch
Aktivierung der Phospholipase C und der Bildung von Inositol-Triphosphat (IP3) und
Diacylglycerol (DAG) kommt es zum Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration
und damit zur Vasokonstriktion (63). Die erhéhte Konzentration von DAG und Ca*
fuhrt parallel zu einer Stimulation der Proteinkinase C, wodurch zusétzlich mitogene

Prozesse induziert werden konnen (9).

Im Gegensatz dazu sind ETg-Rezeptoren in BlutgefaBen hauptsdachlich auf den
Endothelzellen lokalisiert. Durch Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) und
bestimmten Cyclooxygenase-Metaboliten, insbesondere den Prostazyklinen wirkt ihre
Aktivierung vasodilatatorisch (53, 79). Allerdings sind sie auch auf glatten
Gefallmuskelzellen nachgewiesen worden, wo sie &hnlich wie der ETa-Rezeptor

vasokonstriktorische Effekte auslosen konnen (114) (Tab.1-1).
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Tabelle 1-1: Klassifikation und vaskulare Lokalisation der Endothelinrezeptoren

Rezeptor ETa ETA/ETg ETg
Affinitat ET-1>ET-2>>ET-3 ET-1=ET-2=ET-3
Vorkommen GefalBmuskelzelle Endothelzelle Gefalmuskelzelle
Gefaltyp Conduit-, ubiquitér Widerstands-,

WiderstandsgefaRe Kapazitatsgefale
Wirkung Vasokonstriktion Vasodilatation Vasokonstriktion
Antagonisten BQ-123 TAK-044, BQ-788, A192621

Bosentan

Agonisten Sarafotoxin (S6c)

Daruber hinaus ist der ETg-Rezeptor zusatzlich an der Clearance von Endothelin-1
beteiligt (25, 26, 130) . Dies findet vorwiegend in den Endothelzellen der Lunge statt.

Neben den rezeptorvermittelten ET-1-Wirkungen lassen einige in vivo- und in vitro-
Studien auch eine direkte Blockade membrangebundener K*-Kanale vermuten. Der
Ausstrom von Kalium wird damit behindert und die Depolarisation der Plasmamembran
und in Folge dessen die Kontraktion der Muskelzelle beginstigt (54, 85, 133).

Endotheline wirken vorwiegend lokal als parakrine bzw. autokrine Botenstoffe. Mehr
als 80% des von den Endothelzellen produzierten Endothelins wird abluminal in
Richtung der angrenzenden Gefalmuskelzellen freigesetzt (129, 140). Die beim
gesunden Menschen gemessenen Endothelin-Plasmakonzentrationen liegen bei etwa 1-
10 pmol/l (118). Das ist deutlich weniger im Vergleich zu den in vivo und in vitro
gemessenen notwendigen Konzentrationen zur Auslésung einer vasokonstriktorischen
Reaktion (53). Endothelin-Plasmakonzentrationen reflektieren somit auch nicht die ET-
1-Produktion (23).

Der Abbau bzw. die Inaktivierung von Endothelin-1 erfolgt tber verschiedene Wege.
Dazu gehdren im Besonderen die hydrolytische Spaltung durch spezifische
Endopeptidasen sowie die rezeptorvermittelte Internalisierung durch ETg-Rezeptoren in

der Lunge (116, 117). Die Niere und deren regelrechte Funktion spielen beim Abbau
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von Endothelin-1 eine entscheidende Rolle. So sind sowohl die bilaterale Nephrektomie
bei Ratten (73) als auch verschiedene Stadien der chronischen Niereninsuffizienz beim
Menschen mit einer erhdhten ET-1-Plasmakonzentration und einer verlangerten ET-1-

Plasmahalbwertzeit verbunden (134).

1.2 Vaskulare Endothelinwirkungen

Durch Endothelin-1 ausgeldste vaskuldre Effekte lassen sich nahezu in allen Organen
nachweisen, insbesondere im renalen, koronaren und mesenterialen GefaRsystem (17,
98, 106, 130). Dabei reagieren insbesondere die WiderstandsgefaRe und die Venen
besonders sensitiv auf Endothlin-1 (18).

Von besonderer Bedeutung ist dabei vor allem die bereits bei seiner Entdeckung
beschriebene vasokonstriktorische Potenz. Die intravendse Endothelin-Bolusgabe bzw.
Infusion fuhrt beim Menschen zu einer anhaltenden Blutdruckerhéhung um 5-10%
(128, 130). Die Endothelinrezeptoren ETa und ETg vermitteln dabei sowohl
synergistische als auch antagonistische Effekte. So fuhrt die Aktivierung der ETa-
Rezeptoren an glatten GefaBmuskelzellen vorrangig zu einer Vasokonstriktion, eine
durch ET-1 induzierte Vasodilatation wird hingegen vorwiegend durch endotheliale
ETg-Rezeptoren vermittelt (100) (Abb. 1-2).

Endothelzellen

Priipro-ET-1

Prostazyklin Stickstoffmonoxid

AN
Z/ RelaxatiOQ

Kontraktion

glatte Gefimuskelzellen

Abbildung 1-2: Vaskulare Endothelinwirkungen (modifiziert nach Haynes (53))
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Initial wurde angenommen, dass die Vasokonstriktion ausschlie3lich durch die ETa-
Rezeptoren hervorgerufen wird. Waugh et al. (133) und Haynes et al. (51) konnten
allerdings zeigen, dass auch ETg-Rezeptoren einen gewissen Anteil davon vermitteln,
abhangig von der Spezies, dem Gefalityp und der Grolie des Gefélles. So lassen sie sich
vereinzelt ebenfalls auf glatten Gefalmuskelzellen nachweisen, wo deren Aktivierung

zu einer Vasokonstriktion fihren kann (114).

Fur alle drei Endotheline konnte vor der eigentlichen vasokonstriktorischen Wirkung
eine voribergehende durch ETg-Rezeptoren vermittelte Vasodilatation nachgewiesen
werden (18). Dies ist mit einer verstarkten NO-Bildung verbunden und tritt
insbesondere bei Bolusgabe auf (51). Unter experimentellen Bedingungen mit einem
langsamen Anstieg der Endothelinplasmakonzentration lasst sich dieser Effekt nicht

mehr zeigen (89).

Inwieweit die einzelnen Rezeptoren bei der Einstellung des basalen GefaRtonus
mitbeteiligt sind und welche genaue Bedeutung sie unter physiologischen Umstédnden
besitzen, ist noch nicht hinreichend geklart (39, 53). Hinweise fur eine Beteiligung
geben insbesondere Studien mit selektiven Antagonisten, welche die Synthese von
Endothelin-1 und die Funktion von ET as-Rezeptoren hemmen. So fuhren die selektive
Blockade von ETa-Rezeptoren bzw. die kombinierte ET a-Rezeptorblockade beim
gesunden Menschen zu einer verzogerten, anhaltenden Vasodilatation der
WiderstandsgeféalRe (50, 52, 135) und damit zu einer Verminderung des Blutdrucks um
10-20%. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei normotensiven Tieren gefunden (103,
126). Interessanterweise lie} sich bei der alleinigen ETa-Rezeptor-Blockade eine
starkere Vasodilatation als bei der kombinierten ETas-Rezeptor-Blockade nachweisen
(50, 52). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die durch den ETa-Rezeptorantagonisten
ausgeloste Vasodilatation sowohl durch Hemmung der NO-Synthese als auch durch
Blockade der ETg-Rezeptoren abgeschwécht werden kann (127). Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass moglicherweise ein Teil des vasodilatatorischen Effekts durch die
Demaskierung der ETg-Rezeptor-vermittelten Wirkung auf den Geféal3tonus bedingt ist.
Die selektive Blockade von ETg-Rezeptoren fiihrt sowohl in tierexperimentellen
Studien (134) als auch beim Menschen (127) zu einer anhaltenden, progressiven

Hypertension.
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1.3 Renale Endothelinwirkungen

Die hdchsten Konzentrationen von immunreaktivem Endothelin-1 wurden in der Niere
nachgewiesen (24). Die Niere stellt damit eine wichtige Produktions- und Wirkstatte
des Endothelinsystems dar. Neben den renalen vaskuldren Endothelzellen konnten die
Synthese und Freisetzung von Endothelin-1 auch fiir weitere Zelltypen gezeigt werden.
Dazu gehdren u.a. renale Tubulus- und Mesangium- sowie interstitielle Zellen (80, 108,
122, 136). ET-Rezeptoren sind im Nierengewebe weit verteilt. Wohingegen ETa-
Rezeptoren vorwiegend in den Glomeruli, den Vasa recta und den Arteriae arcuatae
lokalisiert sind, lassen sich die ETg-Rezeptoren in hohen Konzentrationen insbesondere
im Sammelrohrsystem nachweisen (24).

Wiéhrend Endotheline und deren Rezeptoren damit in nahezu allen Kompartimenten der
Niere zu finden sind, ist das Nierenmark offensichtlich von besonderer Bedeutung.
Immunhistochemische Studien und mRNA-Analysen in unterschiedlichen Spezies,
inklusive des Menschen haben (bereinstimmend deutlich hohere Endothelinmengen im

Nierenmark als in der Nierenrinde nachweisen kénnen (31, 69, 88, 137).

Die Nieren spielen eine entscheidende Rolle in der langfristigen Einstellung des
systemischen Blutdrucks und der Regulation des Elektrolyt- und Wasserhaushaltes.
Einen Hauptmechanismus diesbezuglich stellt dabei die Drucknatriurese dar, d.h. die
enge Beziehung zwischen renalem Perfusionsdruck und der Natriumausscheidung (48).
Das Endothelinsystem beeinflusst sowohl die renale Hamodynamik (5, 47, 55, 61, 62)
als auch den renalen epithelialen Elektrolyttransport (21, 59, 99) und greift damit in den

komplexen Mechanismus des Natrium- und Wasserhaushaltes ein.

1.3.1 Auswirkungen auf die renale Hamodynamik

Die durch ET-1 hervorgerufenen hamodynamischen Veranderungen in der Niere &hneln
den vaskuldren ET-1-Effekten im systemischen Kreislauf. In mehreren Studien
nachgewiesen, fuhrt Endothelin-1 bei Ratten zu einer Reduktion des renalen Blutflusses
(RBF) (19, 47, 62, 102, 105), verursacht durch eine Vasokonstriktion der Vasa
afferentia und der konsekutiven Erhéhung des praglomeruldren Widerstandes (61). Die

Vermittlung erfolgt Uber ETa/s-Rezeptoren, wobei hinsichtlich der Beteiligung im
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Einzelnen noch Unsicherheit besteht. So reichen die Beschreibungen in der Literatur
von einer nahezu alleinigen Beteiligung von ETa- (102) sowie ETg-Rezeptoren (19, 40)
bis hin zur Aktivierung beider mit gegenseitiger Beeinflussung im Sinne eines
Feedbackmechanismus (28, 61).

Endlich et al. (28) und Inscho et al. (61) konnten einen &hnlich vasokonstriktorischen
Effekt auch fur die Vasa efferentia nachweisen, bezlglich der Vermittlung durch die
einzelnen ET-Rezeptoren sind allerdings auch hier die Daten widersprtchlich.
Differenziertere Untersuchungen innerhalb der Niere zeigen z. T. gegensatzliche ET-1-
Wirkungen in den einzelnen Nierenregionen. So wiesen Gurbanov et al. (47) und
Hercule et al. (55) im Cortex einerseits eine ET-1-induzierte Vasokonstriktion nach.
Hingegen kam es in der Medulla zu einer Vasodilatation und damit zu einer Zunahme
des medulldaren Blutflusses (55). Anhand von Untersuchungen mit ET-
Rezeptorantagonisten lasst sich vermuten, dass die medulldre Vasodilatation ETpg-
Rezeptor-vermittelt erfolgt, die kortikale Vasokonstriktion dagegen ETa-Rezeptor-
vermittelt (47).

1.3.2 Auswirkungen auf den epithelialen Wasser- und Elektrolyttransport

Eine Verminderung des renalen Blutflusses ist haufig mit einer Reduktion der
glomeruldren Filtrationsrate (GFR) verbunden. In hohen Dosen infundiert, flhrt
Endothelin zu einer nachhaltigen, anhaltenden Antidiurese bzw. Antinatriurese,
offensichtlich aufgrund einer Verminderung von GFR und RBF (24, 53, 67). Wird es
allerdings in deutlich niedrigeren Dosen appliziert, ohne dabei starke hdmodynamische
Effekte hervorzurufen, so induziert es natriuretische und diuretische Effekte (2, 67).
Diese dosisabhangigen Wirkungen sind Ausdruck daftr, dass das Endothelinsystem den
renalen Elektrolyt- und Wasserhaushalt nicht nur lber renovaskulédre Mechanismen,

sondern auch Uber epitheliale Wirkungen beeinflusst.

Viele Studien zeigen, dass das Sammelrohr dabei eine entscheidende Rolle spielt (37).
So wurden dort die héchsten Endothelin-1-Konzentrationen innerhalb der Niere wie
auch eine hohe Dichte der korrespondierenden Rezeptoren aufgezeigt (69, 123).

Rezeptorbindungs- und RT-PCR-Studien wiesen die starkste Expression von
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Endothelin-Rezeptoren im innermedullaren Sammelrohr nach, weniger in den
Abschnitten der dulReren Medulla und im Cortex (68, 119, 121).

Im innermedullaren Sammelrohr fungiert Endothelin-1 zum einen durch Inhibition der
cAMP-Akkumulation als funktioneller ADH-Antagonist, was zu einer verminderten
Wasserpermeabilitat und folglich vermehrten Diurese fuhrt (68, 90, 95) (Abb. 1-3).
Zum anderen wurde eine Hemmung der Na'/K'-ATPase nachgewiesen, wodurch
Endothelin-1 die Na'-Reabsorption nachhaltig vermindert (142) (Abb. 1-3).

Endothelin-1

[S) &) Epithelzelle
des
mRNA 4__. ‘ Sammelrohrs

Nat
Na*/K* -
ATPase

Abbildung 1-3: Endothelinwirkungen im innermedullaren Sammelrohr (modifiziert
nach Haynes (53))

Mehrere Studien weisen darauf hin, dass die Vermittlung der ET-1- induzierten Natri-
bzw. Diurese Uber ETg-Rezeptoren erfolgt (24, 53, 68, 93). Dies I&sst sich zum einen
aus der Rezeptorverteilung ableiten, wobei im Bereich des innermedulldren
Sammelrohrs vorwiegend ETg-Rezeptoren exprimiert werden (15, 121). ETa-
Rezeptoren finden sich in hoherer Dichte vor allem in den kortikalen
Gefalmuskelzellen und dem Interstitium, medullér in den Vasa recta und im geringeren
Ausmall auch im Sammelrohr (68, 93). Zum anderen wird diese Aussage durch
funktionelle Arbeiten gestitzt. So fuhrt die intrarenale Infusion des ETg-Agonisten
Sarafotoxin 6¢ zu einer &hnlichen Hemmung der cAMP-Akkumulation wie die
Applikation von ET-1 (27). Eine selektive ET a-Rezeptorblockade mittels BQ-123 ergibt
dagegen keine Verdnderung der durch ET-1 hervorgerufenen verminderten

Wasserresorption (16, 71).
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Die Bedeutung des im Sammelrohr produzierten Endothelin-1 und der
korrespondierenden Rezeptoren fir die Regulation des renalen Elektrolyt- und
Wasserhaushalts und des systemischen Blutdrucks ist insbesondere in neueren Studien
an transgenen  Tiermodellen gut untersucht. Sowohl ein Defizit an
sammelrohrspezifischem Endothelin-1 als auch ein Mangel an sammelrohrspezifischen
ETg-Rezeptoren filhren Uber eine gesteigerte Na'-Retention zur Auspriagung einer
salzsensitiven Hypertonie (3, 37). Dies lasst sich bei M&usen mit einer Deletion des
sammelrohrspezifischen  ETa-Rezeptors nicht nachweisen. Zumindest unter
physiologischen Bedingungen fihrt ET-1 unter diesen Umstanden nicht zu
Verinderungen des Blutdruckes oder der renalen Na*-Ausscheidung (38).

Unabhangig vom  Sammelrohr werden ET-1-Effekte auch in  anderen
Nephronsegmenten beschrieben. So gibt es Hinweise fir eine Hemmung der CI'-
Resorption via ETg-Rezeptoren im aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (21, 99), wie
auch fir eine Hemmung des Wasser- und Bikarbonattransportes im proximalen Tubulus
(36).

Neben der renalen Hamodynamik und dem epithelialen Wasser- und Elektrolyttransport
beeinflusst Endothelin-1 weitere Aspekte der Nierenfunktion. So konnte gezeigt
werden, dass ET-1 die Mitogenese und damit die Proliferation mesangialer Zellen
stimuliert, vermutlich (ber die Induktion von ETa-Rezeptoren (116, 132).
Maoglicherweise wird dies zusétzlich durch die Hemmung antiproliferativer NO-
Wirkungen mittels Inhibition der NO-Synthase unterstiitzt (10). Des Weiteren wurde
nachgewiesen, dass ET-1 die proliferativen Effekte von Angiotensin 1l, des
Wachstumsfaktors PDGF und Erythropoetin, zumindest teilweise beginstigt bzw.
vermittelt (67).

1.4 Regulation des Endothelinsystems

Das Endothelinsystem ist in ein komplexes Netz unterschiedlichster Regulatoren
eingebettet (Abb. 1-4). Bekannte Stimuli fir die Synthese von ET-1 sind andere
parakrin und autokrin wirkende Faktoren, Hormone (Adrenalin, Angiotensin I,
Kortisol, Insulin), Peptide (Interleukin, IGF-1, Zytokine), Pharmaka (Cyclosporin),
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Enzyme (Thrombin) sowie physikalisch-chemische Faktoren wie die Hypoxie, die
Osmolalitat und die Schubspannung (53). Inhibierend wirken vor allem Prozesse, die
den intrazelluldren Gehalt von cyclischem Guanosinmonophosphat (¢cGMP) erhdhen
wie Stickoxide, Prostaglandine, Heparine und natriuretische Peptide wie das ANP (42,
53) (Abb. 1-4).

Peptide physik./chem.

Faktoren
Zytokine )
IL-1 Pharmaka H.ypo.me Blutkomponenten
TGFB . niedrige ]
Endotoxin Cyclosporin Schubspannung Thrombin

Osmolaritit Glucose  Inhibitoren
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Abbildung 1-4: Einflussfaktoren der Endothelinsynthese (hach Haynes (53))

1.4.1 Endothelin und das Renin-Angiotensin-System

Eine wichtige Rolle bei der Regulation des systemischen Blutdrucks sowohl unter
physiologischen als auch unter pathophysiologischen Bedingungen spielt Angiotensin Il
(Angll). Es beeinflusst das renale und kardiovaskuldre System durch seine direkten
vasokonstriktorischen, antinatriuretischen und mitogenen Effekte (41).

Es gibt Hinweise darauf, dass Angiotensin Il seine physiologischen Effekte u.a. durch

Interaktionen mit autokoiden Faktoren wie Endothelin-1 ausibt. So lassen sich zum
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einen durch Angll ausgeltste renale und hypertensive Effekte mittels selektiver ETa-
Rezeptorblockade signifikant abschwéchen (20). Zum anderen konnte in mehreren
Arbeiten gezeigt werden, dass exogenes Angll bei Ratten zu einer Aktivierung des
renalen Endothelinsystems fiihrt. Es induziert die Endothelin-1-Freisetzung sowohl in
isolierten Endothel-, glatten Gefalmuskel- und Mesangiumzellen als auch die ECE-
Aktivitat in vivo (4, 6, 8, 109). Das AusmaR der Vermittlung hypertensiver Angll-
Effekte durch ET-1 lasst sich moglicherweise zusatzlich durch den Kochsalzgehalt der

Nahrung beeinflussen (7, 41).

1.4.2 Endothelin und Kochsalz

Zahlreiche in vivo- und in vitro - Studien konnten bisher Zusammenhange zwischen
dem Endothelinsystem und dem renalen Elektrolythaushalt, insbesondere der Na'-
Ausscheidung und -Retention aufzeigen (24, 41, 53, 67). Im Gegensatz dazu gibt es
allerdings nur wenige Arbeiten, welche die Beziehung zwischen Kochsalzaufnahme und

der renalen ET-1-Produktion untersuchen (41).

Auf eine mdgliche Salzabhangigkeit des Endothelinsystems weisen einige Studien hin.
So fiihrte in einer Untersuchung von Pollock et al. (104) eine Salzdiat von 10% NaCl
bei Ratten zu einem signifikanten Anstieg sowohl des mittleren arteriellen Blutdrucks
(MAP) als auch der ET-1-Ausscheidung im Urin. Da die ET-1-Ausscheidung im Urin
wesentlich von der renalen ET-1-Synthese und -Freisetzung abhangt (23), lassen diese
Daten eine positive  Korrelation zwischen renaler ET-1-Synthese und
Kochsalzaufnahme vermuten.

Anhnliche Veranderungen konnten Sasser et al. (109) und Fattal et al. (29) in ihren
Studien nachweisen. So fanden auch sie unter Hochsalzdidt ein Anstieg der ET-1-
Exkretion im Urin wie auch der ECE-1-mRNA-Expression und des immunreaktiven
ECE-1-Proteingehaltes im Nierenparenchym. All diesen Studien gemeinsam ist
allerdings die Verwendung einer hochkonzentrierten Salzdiat von tber 4% NaCl. Nach
Simon et al. (115) fuhrt bereits eine nutritive Kochsalzbelastung von tiber 2% NaCl
nicht nur zu einem Anstieg des systolischen Blutdrucks, sondern auch zu strukturellen
Geféallveranderungen. Des Weiteren werden eine Vielzahl physiologischer Parameter

stark beeinflusst, u.a. das Renin-Angiotensin-System, das Plasmaaldosteron, die NO-
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Synthase, die Cyclooxygenase sowie die Glucosetoleranz (81). Folglich erscheint der
Einsatz derart hoher Kochsalzkonzentrationen zur Betrachtung des Endothelinsystems
unter physiologischen Bedingungen eher ungeeignet. Studien, in denen das renale
Endothelinsystem systematisch in  Abhéngigkeit von der Kochsalzaufnahme
einschliellich einer Kochsalzrestriktion untersucht wurde, gibt es bisher nur wenige
(30, 32, 86, 124).

1.5 Pathophysiologie des Endothelinsystems

Seit seiner Entdeckung ist das Endothelinsystem Gegenstand zahlreicher
pathophysiologischer Studien, in denen gezeigt wurde, dass eine Vielzahl von
Erkrankungen mit einer Aktivierung des Endothelinsystems einhergeht. Sowohl dessen
vasokonstriktorische Komponente, die aktivierende Wirkung auf das sympathische
Nerven- und Renin-Angiotensin-System als auch die proliferative Wirkung machen
Endothelin-1 zu einem potentiellen Mediator in der Pathogenese kardiovaskularer
Erkrankungen. Erhdhte ET-1-Konzentrationen konnten insbesondere bei verschiedenen
Tiermodellen mit salzsensitiver Hypertonie, bei der pulmonalen Hypertonie und der

chronischen Herz- und Niereninsuffizienz nachgewiesen werden (24, 66, 111).

Mit der Entwicklung und dem Einsatz von ET-Rezeptorantagonisten lieRen sich
Klinisch z.T. gunstige Effekte auf einzelne Krankheitsbilder nachweisen. So fuhren die
nichtselektive ET-Rezeptor- bzw. die selektive ETa-Rezeptor-Blockade zu einer
Verminderung des arteriellen Blutdrucks bei der salzsensitiven Hypertonie, zu einem
Rickgang der pulmonalen Hypertonie wie auch zur Verbesserung der Nierenfunktion
bei der chronischen Niereninsuffizienz, der Strahlennephropathie und der diabetischen
Nephropathie (24, 53, 67, 91-93).

Der genaue Stellenwert der einzelnen Rezeptoren ist allerdings noch nicht eindeutig
geklart. So scheint moglicherweise die selektive ETa-Rezeptorblockade gegentber der
kombinierten ETag-Rezeptorblockade bei der Behandlung der salzsensitiven
Hypertonie von Vorteil zu sein, da es die vasokonstriktorischen und proliferativen ET-
Effekte hemmt, wohingegen die vasodilatatorischen und natriuretischen Effekte sowie
die ET-1-Clearance, vermittelt durch den ETg-Rezeptor, erhalten bleiben (24, 53).
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1.6 Ziele dieser Studie

In Anbetracht der Hinweise auf eine Kochsalzabhéngigkeit des renalen
Endothelinsystems und deren Bedeutung fir die Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushaltes untersuchten wir das renale Endothelinsystem bei Variation der
Kochsalzzufuhr am Tiermodell der Sprague-Dawley-Ratte.

Unser Ziel war eine systematische Untersuchung der Veranderungen der wichtigsten
Komponenten des Endothelinsystems auf Genexpressions- und Peptidebene mit einer
differenzierten Betrachtung von Nierenrinde und Nierenmark bei Variation der
Kochsalzaufnahme in physiologisch relevanten GroéfRenordnungen. Dazu wurde der
Salzgehalt der zugefuhrten Nahrung zwischen 0,05% und 1,80% NaCl variiert, das
Verhalten von Blutdruck, Herzfrequenz, renaler Na*-Bilanz untersucht und die renale
MRNA-Genexpression von ET-1, ETa- und ETg-Rezeptor sowie ECE-1 mittels PCR in
den einzelnen Nierenregionen CorteX, innere und duBBere Medulla bestimmt. AuRerdem
wurde der immunreaktive ET-1-Gehalt in Cortex und Medulla mittels ELISA gemessen.
Aufgrund der starken Vernetzung endokriner und parakriner Systeme bei der Regulation
des Wasser- und Elektrolythaushaltes formulierten wir die Hypothese, dass
kochsalzabhangige Anderungen der Genexpression des Endothelinsystems vom Renin-
Angiotensin-System abhangen bzw. Angll-vermittelt sind. Zur Untersuchung dessen
behandelten wir entsprechende Versuchsgruppen mit dem AT;-Rezeptorantagonisten

Losartan.
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2 Material und Methoden

2.1 \Versuchstiere

Es wurden mannliche Sprague-Dawley-Ratten im Alter von 6 Wochen von der Firma
Charles River, Sulzfeld, Deutschland bezogen und bis zum Beginn des Experimentes im
Alter von 9 Wochen in Kafigen mit 4 bis 6 Tieren untergebracht. In der
Versuchstieranlage wurden Temperatur (20°C) und relative Luftfeuchtigkeit (60%)
mittels Klimaanlage konstant gehalten. Von 6.00 bis 18.00 Uhr eingeschaltetes Licht
sorgte fur einen konstanten Tag-Nacht-Rhythmus. Mit  der Implantation eines
Telemetriesenders fur die Blutdruckmessung (TA11PA-C40; Data Sciences
International, St. Paul, MN, USA) im Alter von 9 Wochen erfolgte die Unterbringung
der Tiere einzeln in Stoffwechselkéfigen bis zur Gewinnung der Gewebeproben. Bis
zum Umsetzen in die Stoffwechselkafige erhielten die Versuchstiere Standardfutter
(Ssniff, Soest, Deutschland) in Form von Pellets und Leitungswasser aus Trinkflaschen.
Alle Experimente waren zuvor durch die Tierversuchskommission beim
Landesveterinar- und Lebensmitteliberwachungsamt  Mecklenburg-Vorpommern
genehmigt worden und entsprechen den Vorgaben des Tierschutzgesetzes und den

Richtlinien fur wissenschaftliches Arbeiten mit Tieren und Menschen (1).

2.2 Experimentelles Design

Der Versuch wurde in 2 Teilexperimente aufgegliedert. Im ersten Abschnitt wurden 6
Gruppen mit je 8 Tieren untersucht, im zweiten Teil 4 Gruppen mit je 10 Tieren. Die
Zuteilung der Tiere auf die entsprechenden Versuchsgruppen erfolgte randomisiert
(Tab. 2-1). Die Versuchstiere wurden Uber die gesamte Zeit des Experimentes in
Stoffwechselkafigen mit speziellen Futterbeh&ltnissen und Auffanggefalen zur
Gewinnung von Urin und F&ces gehalten. Nach einer Eingewdhnungs- und
postoperativen Erholungsphase von 5 Tagen nach Implantation des Telemetriesenders
wurde mit der Datensammlung begonnen (Abb. 2-1). Der Blutdruck wurde
durchgehend aufgezeichnet, die Futteraufnahme (ber 24h dokumentiert und Urin und

Fazes zur Weiterverarbeitung asserviert.
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Tabelle 2-1: Ubersicht der Versuchsgruppen

Teilexperiment 1 Teilexperiment 2
Niedrigsalzdiat  0,15% NaCl 0,05% NacCl
0,15% NaCl + Losartan 0,05% NaCl + Losartan

Normalsalzdiat @ 0,60% NaCl

0,60% NaCl + Losartan

Hochsalzdiat 1,80% NaCl 1,80% NacCl
1,80% NaCl + Losartan 1,80% NaCl + Losartan
6 Gruppen je 8 Tiere 4 Gruppen je 10 Tiere

Alle Versuchstiere erhielten zu Beginn des Experimentes zundchst Futter mit 0,60%
NaCl, bei jeweils der Halfte der Gruppen wurde ab Beginn der Datensammlung
Losartan als AT;-Rezeptorblocker dem Futter in einer Dosierung von 30 mg/kg*d
zugesetzt. Nach weiteren 3 Tagen wurde die der Gruppe zugeordnete Salzdiét angesetzt
mit 0,05% bzw. 0,15% NaCl fir Niedrigsalz, 0,60% NaCl fur Normalsalz und 1,80%
NaCl fur Hochsalz. Die Losartangabe erfolgte weiter unverdndert. Am 10. Tag nach
Beginn der Datensammlung wurden die Versuchstiere durch Dekapitation getotet, die

Nieren wurden einzeln freigelegt und entnommen (Abb. 2-1).

Senderimplantation,  Beginn der Datensammlung,
Stoffwechselkéfig, Zugabe von Losartan Gewebe-
0,60% NacCl (30 mg/kg*d) entnahme
Diatwechsel zu 0,05%, 0,15%,
0,60% bzw. 1,80 % NaCl

Abbildung 2-1: Experimentelles Protokoll
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Daraufhin erfolgte in Teilexperiment 1 eine Regionierung der Nieren in Nierenrinde
und -mark, in Teilexperiment 2 eine zusatzliche Praparation des Nierenmarks in inneres
Mark und inneren Streifen des duBeren Marks. Bis zur molekularbiologischen
Weiterverarbeitung wurde das Gewebe sofort in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und
bei -70°C gelagert. Teilexperiment 1 und 2 sind hinsichtlich des experimentellen
Protokolls identisch mit der Ausnahme, dass in Teilexperiment 2 in den Gruppen mit

Niedrigsalzdiat nur jeweils drei Tieren Telemetriesender eingesetzt wurden.

2.3 Blutdruckmessung

Fur die arterielle Blutdruckmessung wurde den Tieren im Alter von 9 Wochen ein
Telemetriesender (TA11PA-C40, Data Sciences International, St.Paul, MN, USA) unter
Ether-Narkose implantiert. Dabei wurde der Katheter in die Aorta abdominalis platziert
und der Transmitter mittels Naht von innen an der Bauchwand befestigt (44). Die
Messung erfolgte mittels direkt hinter den Stoffwechselkafigen platzierten
Empfangerplatten in entsprechendem Abstand von den anderen Tieren, um eine
gegenseitige Beeinflussung zu verhindern. Blutdruck und Herzfrequenz wurden
kontinuierlich Uber den gesamten Zeitraum des Experimentes aufgezeichnet. Die
Aufnahme erfolgte dabei alle 10 min in 10s-Datenblécken mit einer Abtastfrequenz von
500 Hz. Die Werte wurden anschlieBend mithilfe der Software LabPro version 3.11
(Data Sciences International) verarbeitet, komprimiert und in Form von 12h-

Mittelwerten ausgewertet.

2.4 Bestimmung der renalen Natrium-Bilanz

Die Unterbringung der Versuchstiere in Stoffwechselké&figen ermdglichte wahrend des
Versuches ein genaue Kontrolle der Wasser- und Nahrungsaufnahme sowie der
Ausscheidung von Urin und Faces und damit die Bestimmung der renalen Natrium-
Bilanz. Die Versuchstiere erhielten destilliertes Wasser und spezielles Futter mit
unterschiedlichem Kochsalzgehalt. Fir die Zubereitung wurde Didtpulver mit
verringertem Na'-Gehalt (0,02% Na®, Ssniff EF 1/80 Na-Mangel, Ssniff, Soest,
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Deutschland) verwendet. Das Diétpulver wurde mit NaCl-Ldsungen unterschiedlicher
Konzentration vermischt (20ml Lodsung pro 30g Diatpulver) und den Tieren in
speziellen Behaltern angeboten, welche das Verschiitten von Futter verhindern sollten.
Es resultierten Diaten mit folgendem Kochsalzgehalt pro g Futter: 8,5umol/g (0,05%
NaCl), 26umol/g (0,15% NaCl), 104umol/g (0,60% NaCl) und 311pmol/g (1,80%
NaCl). Die Genauigkeit der Futterzubereitung wurde in einer friiheren Studie Uberpruft
(33). Zusétzlich wurde dem Futter je nach Versuchsgruppe Losartan-Kaliumsalz (MSD
Sharp&Dome, Rahway, NJ, USA) in einer Dosierung von 30mg/kg*d hinzugefugt.

Die renale Natrium-Bilanz wurde als Differenz aus der Na“-Aufnahme und der Na'-
Ausscheidung tiber Urin und Faces berechnet. Die Na'-Aufnahme entsprach der Na®-
Menge im aufgenommenen Futter. Urin und Fdces wurden mithilfe des
Stoffwechselkéfigs getrennt gesammelt. Die Fazes wurden getrocknet, gewogen,
zerkleinert und in 2ml zweimolarer Salpeterséure gelost. Nach Inkubation Uber Nacht
bei Raumtemperatur und Zugabe von 100l Wasserstoffperoxid wurde die Ldsung
zentrifugiert und der Uberstand mit dreimolarer Kalilauge neutralisiert.

Die Messung der Natriumkonzentration in Urin und Féces erfolgte potentiometrisch
mittels ionselektiver Elektrode (AVL ISE Analysator; AVL List, Graz, Osterreich). Die
Urinproben  der  Tiere mit  0,05%  NaCl-Diat  wurden  mit  der
Atomabsorptionsspektrometrie (AAS 1100B, Perkin Elmer, Deutschland) analysiert. Da
die intestinale Na'-Exkretion in Teilexperiment 1 keine signifikante Abhingigkeit von

der Na*-Aufnahme zeigte, wurde auf deren Messung in Teilexperiment 2 verzichtet.

2.5 Gewinnung der Gewebeproben

Am 10. Tag des Experimentes (Abb. 2-1) nach Erhalt der entsprechenden Dié&t uber 7
Tage mit bzw. ohne Zusatz von Losartan wurden die Versuchstiere durch Dekapitation
getotet, deren Nieren einzeln zigig freiprapariert und enthommen. Auf eisgekihlten
Petrischalen gelagert, wurden sie mithilfe eines Stereomikroskops regioniert, flr
Teilexperiment 1 in Nierenrinde und -mark bzw. in Nierenrinde, inneres Mark und
inneren Streifen des dulReren Marks fur Teilexperiment 2. Das Material wurde daraufhin
bis zur weiteren molekularbiologischen Aufarbeitung in flissigem Stickstoff

tiefgefroren und bei -70°C gelagert.
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2.6 RNA-Isolierung

2.6.1 RNA-Praparation mit TR1zol® Reagenz

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte aus den tiefgefrorenen Proben nach der
Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Chloroform-Methode von Chomczynski und Sacchi
(14) in leicht abgewandelter Form mittels TRIzol®-Reagenz (Invitrogen GmbH, Paisley,
UK). Bestehend aus einer monophasischen Ldésung von Phenol und
Guanidiniumthiocyanat, vereinfacht dieses Reagenz jene Methode (14) durch
Zusammenfassen einzelner Schritte. Die Aufarbeitung des Gewebes wurde gemal den
Anweisungen des Herstellers wie folgt vorgenommen:

Homogenisierung: Die Proben wurden in gefrorenem Zustand gewogen, mit je 1 ml

TRIzol®-Reagenz pro 100 mg (bei Gewicht < 100mg 1ml TRIzol®-Reagenz) versetzt
und mittels Polytron 3000 (Novodirect, Kehl, Deutschland) zerkleinert. Das im
TRIzol®-Reagenz enthaltene Guanidiniumthiocyanat bewirkt dabei eine effektive
Proteindenaturierung bei gleichzeitigem Schutz der RNA vor dem Abbau durch
Ribonucleasen. Es folgte eine Inkubation der homogenisierten Proben fiir 5 min bei
Raumtemperatur.

Reinigung mit Chloroform: Zur Entfernung des ungeldsten Restes (Zellmembranen,

DNA) wurde das Homogenisat bei 12000g und 4°C fur 10 min zentrifugiert und der
Uberstand mit der darin befindlichen RNA in ein neues Réhrchen Gberfilhrt. Dem
wurden 0,2ml Chloroform pro ml TRIzol®-Reagenz hinzugefiigt, 15s lang kraftig
invertiert und das Gemisch erneut fur 2-3min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
anschlieBende Zentrifugation (12000g, 4°C, 15min) fiihrte zu einer Separation des
Gemisches in eine rote, phenol-, chloroformhaltige Phase, eine Zwischenphase und eine
obere, wassrige Phase. Die Gesamt-RNA ist ausschlieBlich in dem wassrigen Uberstand
enthalten und konnte somit vorsichtig in ein neues Réhrchen tberfuhrt werden.
RNA-Fallung: Der Uberstand wurde mit 0,5ml Isopropanol pro ml TRIzol®-Reagenz
versetzt, gemischt, 10-15min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend
zentrifugiert (12000g, 4°C, 10min). Das RNA-Prazipitat war nun als Pellet sichtbar. Der
Uberstand wurde verworfen.

Pellet waschen: Das Pellet wurde gewaschen mit 75%igem Ethanol (-20°C, 1ml pro ml

TRIzol), gemischt und zentifugiert (7500g, 4°C, 5min). Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet ca. 5-10min luftgetrocknet.
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Pellet 16sen: Die Gesamt-RNA wurde in RNA-Storage-LOsung (Ambion Ltd.,
Huntingdon, UK) gelost (Cortex: 1,5ml pro g Ausgangsgewicht des gefrorenen
Gewebes, Medulla: 1,2ml pro g Ausgangsgewicht) und 10min bei 60°C inkubiert.
Durch Bindung freier Kationen und Aufrechterhaltung eines niedrigen pH minimiert die
RNA-Storage-L6sung (Natriumcitrat, pH 6,4) die Hydrolyse der RNA und erhoht damit
deren Stabilitdt. Die Aufbewahrung der Proben bis zur Weiterverarbeitung erfolgte
erneut bei -70°C.

2.6.2 Konzentrationsbestimmung und Reinheitskontrolle

Unmittelbar nach der Prdparation der RNA aus dem Nierengewebe erfolgte eine
Konzentrationsbestimmung der Gesamt-RNA mittels Spektrophotometer (GeneQuant
pro, GE Healthcare, Minchen, Deutschland). Dazu wurden den Proben 2ul der RNA-
Losung entnommen und mit 198ul DEPC-H,0O verdiinnt und die optische Dichte (OD)
bei 260nm und 280nm gemessen. Der Quotient aus beiden diente zur Reinheitskontrolle
der RNA-Proben.

2.6.3 DNase-Behandlung

Um eine Kontamination der RNA mit genomischer DNA zu verhindern, wurde die
praparierte RNA mit DNase (DNA-free™, Ambion Ltd., Huntingdon, UK) (Tab. 2-2)
behandelt.

Tabelle 2-2: Komponenten von DNA-free™

DNase (2U/ul)

10X-DNase-Puffer 100mM Tris-Cl pH 7,5
25mM MgCl,
1mM CaCl,

DNase-Inaktivierungsreagenz
Nuklease-freies Wasser / 0,1 mM EDTA
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Dazu wurden 50 pl-Aliquots der gefrorenen RNA-Proben 10min bei 70°C denaturiert
und darauffolgend auf einem Eis-Salz-Gemisch schnell abgekihlt, um ein neues
Verklumpen der RNA zu vermeiden. Dann erfolgte der Zusatz von 0,1 Volumen 10X-
DNase-Puffer und 1pl DNase pro Aliquot. Die RNA-L6sung wurde vorsichtig gemischt
und 20-30 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 0,1 Volumen DNase-
Inaktivierungsreagenz erfolgte eine erneute Mischung und anschlieRende Inkubation fur
2 min bei Raumtemperatur. Zur Elimination der verwendeten Substanzen und der ggf.
zerstorten DNA wurde die Probe 1 min bei 10000g zentrifugiert, der Uberstand mit der
darin befindlichen RNA in ein neues Rohrchen uberfliihrt und das entstandene Pellet
verworfen. Die gereinigten RNA-Proben wurden wiederum bis zur Weiterverarbeitung
bei -70°C aufbewahrt. AnschlieBend erfolgte eine erneute Konzentrationsbestimmung

der Gesamt-RNA und Reinheitskontrolle mittels Spektrophotometer.

2.6.4 Agarosegel-Elektrophorese

Zur Uberpriifung der Integritat der RNA wurde die mit DNase behandelte RNA auf
einem Formaldehyd-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 2-2).

L

Abbildung 2-2: Formaldehyd-Agarosegel mit jeweils 10ug aufgetragener Gesamt-
RNA, mit Ethidiumbromid gefarbt

Zur Anfertigung des Gels wurden 2,4g Agarose in 220,8ml eines Gemisches aus
5XMOPS-Puffer (0,1 M Morpholinopropansulfonsaure, Na-Azetat, EDTA) und DEPC-
H,O durch Aufkochen geldst. Nach einer Abkihlung auf 60°C erfolgte die Zugabe von
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19,2 ml Formaldehyd. Das Gemisch wurde anschlieBend in eine Gelkammer gegossen.
Nach 30-minitigem Ausharten wurde das restliche Volumen der MOPS-DEPC-H,0-
Losung in die Gelkammer gegeben und das Gel damit luftblasenfrei bedeckt.

Die tiefgekuhlten RNA-Proben wurden 15min bei 70°C erhitzt, auf Eis kurz abgekiihlt,
gemischt und zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit einer Erhitzungszeit von 5min
wiederholt. Je RNA-Probe wurden 10pug RNA in 3-fachem Volumen Probenpuffer und
0,5ul Ethidiumbromid aufgenommen. Nach Auftragen der préparierten Proben auf das
Gel erfolgte die Elektrophorese fur 2h bei 170V und 81mA. Anschlielend konnte das
Gel durch Sichtbarmachen des interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid mittels
UV-Licht ausgewertet werden. Diskrete Banden der 28S rRNA und der 185 rRNA
zeigten Reinheit und Integritat der RNA (Abb. 2-2).

2.7 Reverse Transkription (RT)

Fur die Quantifizierung der mRNA unter Nutzung der Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) wurden von den RNA-Proben jeweils 2ug-Aliquots in cDNA umgeschrieben.
Dies erfolgte mittels des High-Capacity cDNA Archive Kits (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) (Tab. 2-3) unter Verwendung eines Primergemisches zur
Initialisierung der cDNA-Synthese. Dabei erfolgt die Umschreibung in direkter
Abhangigkeit von der Menge der eingesetzten RNA.

Tabelle 2-3: Komponenten des High-Capacity cDNA Archive Kit

10x Reverse Transkriptase-Puffer

25X dANTP

10x Random Primers

MultiScribe Reverse Transkriptase (50U/ul)

Um mogliche Reste einer RNAse-Aktivitat zu unterbinden, wurde RNase Inhibitor
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) verwendet. Tabelle 2-4 zeigt den Ansatz
flr eine RNA-Probe.
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Tabelle 2-4: RT-Ansatz fuir eine RNA-Probe

10pl 10x Reverse Transkriptase-Puffer
4pl ANTP
10l 10x Random Primers
2ul RNase Inhibitor
5ul MultiScribe Reverse Transkriptase (50U/ul)
19ul DEPC-H,0
50ul RNA-LGsung (2ug RNA-Probe auf 50ul DEPC-H,0)

100 pl Gesamtvolumen

Zur Vorbereitung auf die Reverse Transkription wurden die tiefgefrorenen RNA-Proben
wie in den vorherigen Verfahren 10 min bei 70°C erwarmt, kurz abgekihlt und
gemischt. Die folgenden Schritte zur Herstellung des RT-Ansatzes erfolgten auf Eis, um
ein erneutes Zusammenlagern der RNA-Strange zu verhindern. Die Volumenmenge der
einzusetzenden RNA-L6sung wurde anhand der mittels Spektrophotometer bestimmten

Konzentration nach folgendem Beispiel kalkuliert (Bsp. 2-1).

plProbel =2upg/c ¢ — Konzentration der Probe in pg/ul
=2ug/ 1,418ug/ul
= 1,410 pl

Beispiel 2-1: Berechnung der einzusetzenden Volumenmenge der RNA-Ldsung

Die in Tabelle 2-4 aufgefiihrten Lésungen und Enzyme wurden in der dort angegebenen
Reihenfolge und mittels mehrmaligem Auf- und Abpipettieren vorsichtig miteinander
vermischt. Daraufhin erfolgte die Inkubation des Ansatzes fir 10min bei 25°C und 2h
bei 37°C mit Hilfe eines Thermocyclers (TouchDown, Hybaid, Heidelberg). Die

erhaltene cDNA wurde im Anschluss aliquotiert und erneut bei -20°C gelagert.
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2.8 Genamplifikation mittels TagMan-Real-Time-PCR

2.8.1 Prinzip der TagMan-Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR ist eine Vervielféltigungsmethode fir Nukleinséuren, die auf dem
Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (107) beruht, und
zusatzlich die Quantifizierung der gewonnenen DNA ermdglicht. Die Quantifizierung
wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen durchgefuhrt, die wéhrend eines PCR-
Zyklus erfasst werden (daher der Name ,Real Time*). Die Fluoreszenz nimmt
proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Am Ende eines Laufes, der aus
mehreren Zyklen besteht, wird anhand von erhaltenen Fluoreszenzsignalen die
Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen. Nur in der
exponentiellen Phase der PCR ist die korrekte Quantifizierung moglich, da wéhrend
dieser Phase die optimalen Reaktionsbedingungen herrschen. Diese Methode
unterscheidet sich somit von anderen quantitativen PCR-Methoden (qPCR), die erst
nach Ablauf der PCR eine quantitative Auswertung (z.B. kompetitive PCR), meist unter
Einbeziehung einer gelelektrophoretischen ~ Auftrennung der PCR-Fragmente
vornehmen.

Bei der TagMan-Real-Time-PCR werden sog. TagMan-Sonden (Abb. 2-3) verwendet,
die an ihrem einen Ende mit einem Quencher, an dem anderen Ende mit einem
Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (TAMRA) markiert sind. Bei intakter Sonde wird die
Fluoreszenz des Reporter-Fluorophors durch den Quencher durch strahlungsfreie
Energietibertragung unterdriickt. Wahrend eines PCR-Zyklus hybridisiert die Sonde mit
dem komplementaren DNA-Strang, die Reporter-Fluoreszenz bleibt zundchst weiterhin
unterdruckt. Bei der Synthese der DNA-Strange wird durch die Tag-Polymerase, die
zusatzlich eine Exonuclease-Aktivitét besitzt, das 5-Ende der Sonde abgebaut. Dadurch
entfernen sich Quencher und Fluorophor voneinander und die Fluoreszenz des
abgespaltenen Reporters kann gemessen werden. Die Messung findet am Ende der

Elongation in jedem Zyklus statt.


http://de.wikipedia.org/wiki/Nukleins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Polymerase-Kettenreaktion
http://de.wikipedia.org/wiki/Quantitative_Analyse
http://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenz
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Kompetitive_PCR&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=TAMRA&action=edit
http://de.wikipedia.org/wiki/Taq-Polymerase
http://de.wikipedia.org/wiki/Exonuclease
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Abbildung 2-3: Schema der TagMan-Sonde (nach TagMan Universal PCR Master
Mix, Protocol, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

2.8.2 Durchfuhrung

Die Durchfuhrung der TagMan-Real-Time-PCR erfolgte unter Benutzung des TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) und dem 5700
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), bestehend
aus Thermocycler und Software.

Es wurde die Genexpression von Pro-Renin, Pra-pro-ET-1, ETa- und ETg-Rezeptor
ECE-1 sowie B-Actin untersucht. Tabelle 2-5 zeigt die Sequenzen der fir die PCR
eingesetzten, synthetisch hergestellten Primer und Sonden (Tib Molbiol, Berlin,
Deutschland).
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Tabelle 2-5: Oligonukleotidsequenzen der verwendeten TagMan-Sonden und Primer

Gen

Pro-Renin Primer 1 (5"- 3") GCTCCTGGCAGATCACCAT
Primer 2 (5"- 3") CCTGGCTACAGTTCACAACGTA
TagMan-Sonde ACTGGCACATCCTATATCTCGGG-
(56FAM-3 TAMRA) |CCCXTp  (X=TAMRA)

Pra-pro-ET-1 | Primer 1 (5-3") TGGACATCATCTGGGTCAACA

Primer 2 (5"- 3")

GCTTAGACCTAGAAGGGCTTCC

TagMan-Sonde
(5°6FAM-3' TAMRA)

TCCCGAGCGCGTCGTCCCGTAT-
GGAXTp

ETa-Rezeptor

Primer 1 (5”- 3")

GTTTCCTCCAGCCGAGACTG

Primer 2 (5”- 3")

CACACCTTTCCTTCCCCTTAGA

TagMan-Sonde
(5°6FAM-3' TAMRA)

CGCCACCCTCGAACTCCAGCXTCAp

ETg-Rezeptor

Primer 1 (5"- 3")

CAAAGACTGGTGGCTGTTCAGTT

Primer 2 (5- 3")

TCAAGGCAATCTGCATACCACTT

TagMan-Sonde
(5°6FAM-3' TAMRA)

CCATCACTGCGATCTTTTACACCC-
XTAATGACCp

ECE-1 Primer 1 (5°- 3') GCAGCCTACCGGGCGTA
Primer 2 (5"~ 3°) GCACCAGACCTGTGCGAA
TagMan-Sonde AACGGAGCTGAGCAGATA-
(5 6FAM-3 TAMRA) | CTGCCCACX

B-Actin Primer 1 (5~ 3°) ACCCACACTGTGCCCATCTA
Primer 2 (5°- 3') GCCACAGGATTCCATACCCA

TagMan-Sonde
(5°6FAM-3' TAMRA)

TTACGCGCTCCCTCATGCCATCCXT
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Die Reaktionen erfolgten in 96-Well-Mikrotiterplatten (MicroAmp, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Dabei wurde fir jede cDNA-Probe eine
Doppelbestimmung durchgefuhrt. Tabelle 2-6 zeigt den Ansatz fiir eine cDNA-Probe.
Eingesetzt wurde pro well eine cDNA-Menge von 1ul. Weiterhin wurde zum

Ausschluss einer Kontamination pro Mikrotiterplatte eine Leerwertkontrolle mitgefiihrt.

Tabelle 2-6: Reaktionsansatz pro well

12,5ul Universal Master Mix (AmpliTaq ®Gold DNA Polymerase,
AmpErase® UNG, dNTP, Puffer)

2,5ul Primer 1 (50-900nM)

2,5ul Primer 2 (50-900nM)

2,5ul TagMan® Sonde (50-250nM)

1,0ul cDNA-Template

4,0ul H,0

Zum Starten der Genamplifikation wurde die Mikrotiterplatte in den Thermocycler
eingesetzt und das Programm nach Einstellung der Plattform gestartet. Den

Phasenablauf zeigt Tabelle 2-7.

Tabelle 2-7: Temperaturprofil der PCR

Schritt 1 2min 50°C
Schritt 2 10min 95°C
Schritt 3 (40 Zyklen) 15s 95°C

1min 60°C

Schritt 1 aktiviert die Uracil-N-Glycosilase (AmpErase® UNG), welche mdgliche Reste
von PCR-Produkten erkennt und zerstort. In Schritt 2 wird die Glycosilase wieder
deaktiviert und die Polymerase (AmpliTag Gold® DNA Polymerase) aktiviert.
Darauffolgend startet die eigentliche Amplifizierungsphase, Schritt 3, welcher die drei
Schritte der PCR, Denaturierung, Annealing und Elongation, in 40 Zyklen

kontinuierlich wiederholt.
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Analysiert und dargestellt wurden die Daten mithilfe der 5700 Sequence Detection
Software. Abbildung 2-4 zeigt das Prinzip der Detektion.
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Leerwertkontrolle
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T 1 T T T | ] 1 )
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Zyklusanzahl

Abbildung 2-4: Darstellung der Fluoreszenz in Abhangigkeit von der Zyklusanzahl
(nach TagMan® Universal PCR Master Mix, Protocol, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA)

In der dargestellten Abbildung (Abb. 2-4) ist die gemessene Fluoreszenz gegen die
Anzahl der PCR-Zyklen aufgetragen. Der Intensitatswert, bei dem die Fluoreszenz sich
vom Ausgangsniveau abhebt und eine signifikante Vermehrung des PCR-Produktes
anzeigt, ist als Schwelle durch eine gestrichelte Linie markiert. Der PCR-Zyklus, bei
dem diese Schwelle Uberschritten wird, kann als Cy-Wert (threshold cycle) von der x-
Achse abgelesen werden. Dieser Wert ist abhangig von der Ausgangsmenge von cDNA

und kann somit zur relativen Quantifizierung herangezogen werden.

2.8.3 Optimierung der PCR

Um eine optimale Produktausbeute zu erreichen, wurden die genspezifischen Primer
bzw. Sonden vor der eigentlichen Messung in unterschiedlichen Konzentrationen (50-

900nM bzw. 50-250nM) getestet und das optimale Verhéltnis anhand des niedrigsten
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Cr-Wertes ausgewdhlt. Zu geringe Primerkonzentrationen kdnnen zu wenig oder gar
keine PCR-Produkte ergeben, wahrend zu hohe Konzentrationen zur Amplifikation

unspezifischer Produkte fiihren kénnen.

2.8.4 Sequenzierung der PCR-Produkte

Die ldentitdt der genspezifischen PCR-Produkte wurde sowohl mittels Agarosegel-
Elektrophorese und Ethidiumbromid-Féarbung uberpruft, als auch mittels direkter
Sequenzierung der reamplifizierten, gereinigten Produkte (Invitek Gesellschaft flr
Biotechnik & Biodesign mbH, Berlin, Deutschland) und darauffolgendem Vergleich mit
verOffentlichten Gensequenzen (Datenbanken). Die Sequenzierung erfolgte mit
denselben Oligonukleotidprimern, die auch in der PCR verwendet wurden und fir die
Aufreinigung wurde der GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit der Firma

Amersham Biosciences (Freiburg, Deutschland) benutzt.

2.8.5 Relative Quantifizierung

Zur Berechnung der Expressionsniveaus der einzelnen Zielgene wurde die
Standardkurvenmethode verwendet. Es besteht eine lineare, umgekehrt proportionale
Beziehung zwischen dem Logarithmus der eingesetzten cDNA-Menge und dem Cq-
Wert. Ist die Ausgangsmenge bekannt, kann eine Standardkurve durch Auftragen des
Logarithmus der Ausgangsmenge gegen den Cr-Wert konstruiert werden. Fir jede
unbekannte Probe kann anschliefend der Logarithmus der Kopienzahl bestimmt
werden. Die Standardkurven wurden fur die einzelnen Zielgene und das endogene
Referenzgen R-Actin anhand von Verdlnnungsreihen generiert. Die verwendeten
Proben stammten dabei von Nieren unbehandelter Sprague-Dawley-Ratten. Alle Proben
wurden normalisiert, indem die errechnete Kopienzahl eines bestimmten Gens durch die
Kopienzahl der endogenen Referenz 3-Actin geteilt wurde (relative Quantifizierung).
Diese normalisierten Werte konnten nun untereinander verglichen werden.

R-Actin wurde als endogenes Referenzgen ausgewahlt, da es im Vergleich zu
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), 18sRNA und Porphobilinogen-

Desaminase (PBGD) am geringsten auf die Variation der Kochsalzaufnahme reagierte.
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2.9 ET-1-Peptidbestimmung

Fur die Bestimmung des immunreaktiven Endothelins wurden die tiefgefrorenen
Gewebeproben zunéchst gewogen und pulverisiert. Daraufhin wurden Nierenrinde und
auBeres Nierenmark bei 4°C in 15 vol einmolarer Essigsdure, inneres Nierenmark in 50
vol einmolarer Essigsaure, jeweils mit Zusatz von 10 pg/ml Pepstatin A homogenisiert.
Pepstatin A fungiert dabei als starker Inhibitor von sauren Proteasen und beschrénkt so
die vorzeitige Zersetzung der Proteine. Hiernach erfolgte die Erhitzung der Proben auf
100°C fir 10min ebenfalls zur Inaktivierung von Proteasen und Peptidasen.
AnschlieBend wurden die Proben fir 10 min bei 50000g und 4°C zentrifugiert und die
Uberstinde bis zur Weiterverarbeitung bei -70°C gelagert. Die Bestimmung des
Proteingehaltes des Pellets und der Proteinkonzentration des Uberstandes wurde nach
der Bradford-Methode mittels eines kommerziellen Kits (Roti-Quant, Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) durchgefthrt.

2.9.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Diese Methode basiert auf der Anderung des Absorptionsverhaltens des Farbstoffes
Coomassie Brilliant Blue-G250 bei Bindung an ein Protein. So kommt es proportional
mit zunehmender Proteinkonzentration zu einem Absorptionsanstieg bei der
Wellenlédnge von 595 nm. Diese Eigenschaft wird zur Herstellung einer Standardkurve
mit bovinem Serumalbumin als Eichprotein genutzt, anhand derer die

Proteinkonzentration der eingesetzten Probe abgelesen werden kann.

2.9.2 Aufreinigung und Aufkonzentrierung mittels Festphasenextraktion

Vor Bestimmung des immunreaktiven Endothelins mittels ELISA erfolgte eine
Aufreinigung und Aufkonzentrierung des Probenmaterials unter Verwendung von
RP18-SepPak-Saulen (Waters, Miford, MA, USA). Dazu wurden die Sdulen mit
Methanol (100%) und destilliertem Wasser (pH 3,5) konditioniert und daraufhin die
Proben aufgetragen. Das Waschen erfolgte mit 5ml destilliertem Wasser (pH 3,5)
gefolgt von 3ml Methanol (50%) in 4-prozentiger Essigsaure. Die Elution der

absorbierten Stoffe wurde mit 3ml Methanol (80%) in 4-prozentiger Essigsaure
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durchgefuhrt. Das Losungsmittel wurde durch Vakuumverdampfung entfernt und die
Rickstande in 1ml Assay-Puffer gelost.

2.9.3 Bestimmung des immunreaktiven Endothelins mittels ELISA

Die quantitative Ermittlung des ET-1-Peptidgehaltes erfolgte mit Hilfe eines
Enzymimmunoassays der Firma Biomedica (Endothelin™, Biomedica, Wien,
Osterreich) gemaR den Anweisungen des Herstellers. Die Kreuzreaktivitat des Assays
betragt fir ET-1 und ET-2 100% und flr ET-3 und Big-Endothelin 5% bzw. 1%.

2.10 Statistik

Fur die statistische Auswertung der Daten wurde das Testverfahren der Zweiweg-
Varianzanalyse (ANOVA) verwendet, da jeweils die 2 Faktoren Kochsalzaufnahme
und AT;-Rezeptorblockade variiert wurden. Die analytische Statistik fir Blutdruck und
Herzfrequenz erfolgte mittels Zweiweg-Varianzanalyse fur wiederholte Messungen, fur
alle anderen Daten mittels der einfachen Zweiweg-Varianzanalyse. Bei signifikantem
Diat- oder Losartaneffekt wurde der multiple paarweise Vergleich der einzelnen
Gruppen mittels Student-Newman-Keuls-Methode angeschlossen.

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte £+ SEM dargestellt. Statistische Signifikanz
wurde bei allen Tests bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 angenommen.

Die Erstellung der Statistik erfolgte mit dem Programm Sigma-Stat 3.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).
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3 Ergebnisse
3.1 Korpergewicht der Versuchstiere

Teilexperiment 1
+ Losartan (Los)
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Abbildung 3-1: Kérpergewicht im Verlauf des Teilexperiments 1; n=8 pro Gruppe

Die im Alter von 6 Wochen erworbenen Versuchstiere erreichten mit Beginn des
Experimentes ein Alter von 9 Wochen und ihre Ausgangwerte flr das Korpergewicht
betrugen 300 + 11 g (0,15% NaCl), 297 + 9 g (0,60% NaCl), 293 £ 5 g (1,80% NacCl),
328 + 13 g (0,15% NaCl + Los), 321 + 16 g (0,60% NaCl + Los), 303 + 3 g (1,80%
NaCl + Los). Die Gewichtszunahme in den folgenden 10 Tagen des Experiments
erfolgte gleichmélig und zeigte zwischen den einzelnen Versuchsgruppen keine

statistisch signifikanten Unterschiede.
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3.2 Tagliche Natrium-Aufnahme
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Abbildung 3-2:  Darstellung der taglichen Na'-Aufnahme im Verlauf des
Teilexperiments 1; n=8 pro Gruppe

Die tégliche Natrium-Aufnahme in den ersten 3 Tagen des Versuches war entsprechend
der gleichen verabreichten Diat in allen Gruppen gleich und betrug durchschnittlich
1,08 = 0,05 mmol/d pro 100g Korpergewicht (KG). Mit dem Diatwechsel wurden
signifikant unterschiedliche Mengen der Na'-Aufnahme gemessen. So lagen sie
durchschnittlich bei 3,27 = 0,12 mmol/d*100gKG fir die Hochsalzgruppe (1,80%
NaCl), bei 1,07 + 0,03 mmol/d*100gKG fir die Normalsalzgruppe (0,60% NaCl) und
bei 0,23 + 0,02 mmol/d*100gKG fir die Niedrigsalzgruppe (0,15% NaCl). Die
Behandlung mit Losartan filhrte zu keiner signifikanten Anderung der Natrium-

Aufnahme in den einzelnen Versuchsgruppen.
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3.3 Renale Na'-Bilanz und Pro-Renin-mRNA-Expression im Cortex

Zur Objektivierung der systemischen Salzbelastung und deren Veranderung durch die
ATi-Rezeptorblockade mittels Losartan erfolgte fur die einzelnen Versuchsgruppen die
Bestimmung der kumulativen renalen Na'-Bilanz tber 7 Tage (Tab. 3-1) und die

Untersuchung der Genexpression von Pro-Renin im Cortex (Abb. 3-3).

Tabelle 3-1: Auflistung der Absolutwerte der kumulativen Na*-Bilanzen tiber 7 Tage

ohne Losartan mit Losartan (30mg/d*kg)
Diat Teilexp.1 | 0,15% NaCl | 0,60% NaCl | 1,80% NaCl | 0,15% NaCl | 0,60% NaCl | 1,80% NaCl
renale Na*-Bilanz, | 1,15+0,05 |2,00+0,73 |4,95+0,46 |-0,35+0,08 | 0,96+0,50 | 3,14+0,23
mmol/100g KG i .1 * * 1
intestinale
Na*-Bilanz, 0,87+0,07 |050+033 |051+0,13 |0,26+0,03 | 0,18+0,03 | 0,29+ 0,03
mmol/100g KG * * *
Diat Teilexp. 2 | 0,05% NaCl 1,80% NacCl 0,05% NaCl 1,80% NaCl
renale Na'-Bilanz, | -0,33 £ 0,11 3,96+0,15 % -0,20 £ 0,03 3,74+0,16
mmol/100g KG

T p<0,05 vs. 0,60% NaCl 1p<0,05 vs. 0,15% bzw. 0,05% NaCl *p<0,05 vs. ohne Losartan

Die kumulative renale Na'-Bilanz zeigte in Teilexperiment 1 erwartungsgemaR
signifikante Unterschiede sowohl hinsichtlich der Diét (p<0,001) als auch in Bezug auf
Losartan (p<0,001). So fand sich mit zunehmender Salzbelastung eine stirkere Na®-
Retention. Diese war unter Losartangabe deutlich vermindert bis hin zu einer negativen
Na*-Bilanz in der Niedrigsalzgruppe (0,15% NaCl + Los). Der Losartaneffekt auf die
renale Na'-Bilanz hing dabei nicht von der jeweiligen Diat ab.

Auch in Teilexperiment 2 zeigte sich eine signifikant starkere Na'-Retention (p<0,001)
in den Gruppen mit hoher Salzbelastung (1,80% NaCl + Los) im Vergleich zu den
Gruppen mit niedriger Salzdiat (0,05% NaCl + Los) (Tab. 3-1). Der in Teilexperiment 1
statistisch signifikante Losartaneffekt konnte in Teilexperiment 2 nicht reproduziert
werden (p=0,73). Die Interaktion zwischen Faktor Didt und Faktor Losartangabe war

ebenfalls statistisch nicht signifikant (p=0,17).
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Die Variation der Kochsalzaufnahme ergab eine tendenzielle Zunahme der kortikalen
Pro-Renin-mRNA-Expression mit abnehmendem Salzgehalt der Nahrung, eine
statistische Signifikanz wurde allerdings nicht erreicht (Abb. 3-3).

Unter AT;-Rezeptorblockade fand sich eine deutliche, 4-7fache Zunahme des Pro-

Renin-mRNA-Gehaltes (p<0,001), eine Interaktion mit der Kochsalzdi&t bestand nicht.

Teilexperiment 1
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Abbildung 3-3: Relativer mRNA-Gehalt von Pro-Renin im Cortex in Teilexperiment 1

@ Diateffekt, Losartaneffekt p<0,001, @ Interaktion; n=8 pro Gruppe

3.4 Mittlerer arterieller Blutdruck und Herzfrequenz

Die Messung des mittleren arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz erfolgte
kontinuierlich tiber den gesamten Verlauf des Experiments und wurde in Form von 12h-
Mittelwerten aufgezeichnet (Abb. 3-4, 3-5, 3-6).

Die Variation der Kochsalzaufnahme zeigte dabei weder einen signifikanten Einfluss

auf den arteriellen Blutdruck noch auf die Herzfrequenz.
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Abbildung 3-4: Aufzeichnung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) in
Teilexperiment 1; @ Diateffekt, Losartaneffekt p<0,001, @ Interaktion; n=8 pro Gruppe
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Abbildung 3-5: Darstellung der Herzfrequenz im Verlauf des Teilexperiments 1;
@ Diateffekt, @ Losartaneffekt, @ Interaktion; n=8 pro Gruppe
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Die Werte fur den mittleren arteriellen Blutdruck lagen in den einzelnen Gruppen
tagsuber bei 1064 mmHg (0,05% NaCl) (Abb. 3-6), 109£2 mmHg (0,15% NaCl),
109+3 mmHg (0,60% NaCl), 110£2 mmHg (1,80% NaCl) (Abb. 3-4) und nachts bei
111+4 mmHg (0,05% NaCl), 112+2 mmHg (0,15% NaCl), 113+3 mmHg (0,60%
NaCl), 114+2 mmHg (1,80% NaCl). Eine Blockade der AT;-Rezeptoren mittels
Losartan fuhrte zu einer signifikanten Senkung des arteriellen Blutdruckes um 20-30
mmHg (p<0,001).
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Abbildung 3-6: Darstellung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP) und der
Herzfrequenz in Teilexperiment 2; n=3 pro Gruppe

MAP: @ Diateffekt, Losartaneffekt p<0,001, @ Interaktion

Herzfrequenz: @ Diateffekt, @ Losartaneffekt, @ Interaktion

Die parallel zur Aufzeichnung des mittleren arteriellen Blutdruckes gemessene
Herzfrequenz (Abb.3-5, Abb. 3-6) verhielt sich in allen Gruppen gleich und wurde
weder durch den unterschiedlichen Salzgehalt der Nahrung noch durch die

Losartanbehandlung statistisch signifikant beeinflusst.
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3.5 mMRNA — Expression

3.5.1 Pra-pro-ET-1
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Abbildung 3-7: Relativer mRNA-Gehalt von Pra-pro-ET-1 in Cortex und Medulla
mit und ohne Losartan (Los) in Teilexperiment 1; n=8 pro Gruppe

Cortex: @ Diateffekt, Losartaneffekt p<0,001, @ Interaktion

Medulla: Diateffekt p<0,001, @ Losartaneffekt, @ Interaktion

Die Variation der Kochsalzaufnahme hatte in Teilexperiment 1 keinen statistisch
signifikanten Effekt auf die kortikale Pra-pro-ET-1-mRNA-Expression (Abb. 3-7).
Unter ATi-Rezeptorblockade mittels Losartan ergab sich eine signifikante Erhéhung
des Transkriptniveaus insgesamt (p<0,001). Im paarweisen Einzelgruppenvergleich
erreichte jedoch nur die Differenz zwischen den korrespondierenden Gruppen mit
1,80% NaCl statistische Signifikanz (Abb. 3-7).

Die medullare Pra-pro-ET-1-mRNA-Expression war bei den Tieren, die bei 0,15% und
0,60% NaCl gehalten wurden, um 51% bzw. 44% hoher als bei den Tieren, die ein
Futter mit 1,80% NaCl erhielten (Abb. 3-7). Wahrend in den Losartangruppen ein
ahnlicher Unterschied zwischen Normal- und Hochsalzgruppe bestand, fand sich keine

signifikante Veranderung der Genexpression zwischen Niedrig- und Hochsalzgruppe.
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Abbildung 3-8: Relativer mMRNA-Gehalt von Pra-pro-ET-1 in Cortex, aufferer und

innerer Medulla mit und ohne Losartan (Los) in Teilexperiment 2; n=10 pro Gruppe
Cortex: @ Diateffekt, @ Losartaneffekt, @ Interaktion

auBere Medulla: Diateffekt p<0,05, @ Losartaneffekt, Interaktion p<0,05

innere Medulla: Diéteffekt p<0,05, @ Losartaneffekt, @ Interaktion

Zur genaueren Lokalisation der Veranderungen der mRNA-Expression innerhalb des
Nierenmarks und zur Untersuchung einer moglichen Verstarkung von Unterschieden
bei verscharfter NaCl-Restriktion wurde in Teilexperiment 2 die Kochsalzzufuhr in der
Niedrigsalzgruppe weiter verringert auf 0,05% NaCl. Zusétzlich wurde das Nierenmark
in den inneren Streifen des &ulReren Nierenmarks (&uflere Medulla) und in das innere
Nierenmark separiert.

Dabei blieb die Pra-pro-ET-1-mRNA-Expression im Cortex sowohl wvon der
Kochsalzdiét als auch von der AT;-Rezeptorblockade unbeeinflusst (Abb. 3-8). Der in
Teilexperiment 1 gefundene leichte Losartaneffekt auf den kortikalen Pr&-pro-ET-1-
MRNA-Gehalt konnte in Teilexperiment 2 nicht reproduziert werden.

In der &ulleren Medulla zeigten sich dhnliche Verdnderungen wie in Teilexperiment 1
fir das gesamte Nierenmark. Die Variation der Kochsalzaufnahme flhrte in der

Niedrigsalzgruppe (0,05% NaCl) zu einer Steigerung der Pra-pro-ET-1-mRNA-
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Expression um 37% (p<0,05) (Abb. 3-8). Unter Losartangabe lie sich dieser
Unterschied jedoch nicht mehr nachweisen.

Fur die innere Medulla ergab sich in den Niedrigsalzgruppen ein um 18% hoheres Pra-
pro-ET-1-mRNA-Expressionsniveau als in den Hochsalzgruppen. Im Einzelgruppen-

vergleich wurde allerdings keine statistische Signifikanz erreicht (Abb. 3-8).

3.5.2 ETa-Rezeptor
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Abbildung 3-9: Relativer mRNA-Gehalt des ETa-Rezeptors in Cortex und Medulla

mit und ohne Losartan (Los) in Teilexperiment 1; n=8 pro Gruppe

Cortex: Diateffekt p<0,001, @ Losartaneffekt, @ Interaktion
Medulla: Diateffekt p<0,001, @ Losartaneffekt, Interaktion p<0,05

Fir die kortikale ETa-Rezeptor-mRNA-Expression zeigten sich in Teilexperiment 1
unter Variation der Kochsalzaufnahme sowohl bei den mit Losartan behandelten als
auch bei den unbehandelten Gruppen parallele Verdnderungen (Abb. 3-9).

So fand sich unter Niedrigsalzdiat alleine (0,15% NaCl) ein um 44% bzw. 33%

signifikant héheres mMRNA-Expressionsniveau in Bezug auf die Normalsalz- bzw.
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Hochsalzgruppe (p<0,001). Eine &hnliche Verénderung zeigte sich auch bei der mit
Losartan behandelten Niedrigsalzgruppe im Vergleich zur entsprechenden Normal-
bzw. Hochsalzgruppe. Die ETa-Rezeptor-mRNA-Expression blieb dabei unbeeinflusst
von der AT;-Rezeptorblockade (Abb. 3-9).

Im Nierenmark ergaben sich in Teilexperiment 1 unter Variation der Kochsalzaufnahme
deutliche Verdnderungen der ETa-Rezeptor-mRNA-Expression (Abb. 3-9). So fanden
sich in der Niedrig- (0,15% NaCl) bzw. Normalsalzgruppe (0,60% NaCl) signifikant
hohere mRNA-Expressionsniveaus im Vergleich zur Hochsalzgruppe (1,80% NaCl) mit
einer Steigerung um 81% bzw. 42% (p<0,001). Unter Losartangabe war der mRNA-
Gehalt in der Normal- und Hochsalzgruppe beziglich der unbehandelten Gruppen
nahezu identisch, in der Niedrigsalzgruppe (0,15% NaCl) ergab sich ein um 19%
signifikant  geringeres  Expressionsniveau als in der  korrespondierenden

Niedrigsalzgruppe ohne Losartan (p<0,05).

In Teilexperiment 2 (Abb. 3-10) lieBen sich die in Teilexperiment 1 infolge der
unterschiedlichen Kochsalzdiat gefundenen Veranderungen im Cortex, &hnlich wie bei
der  Pra-pro-ET-1-mRNA-Expression  nicht  reproduzieren. Die  Kortikalen
Transkriptgehalte wurden in Teilexperiment 2 weder von der unterschiedlichen

Kohsalzdiat noch von der AT;-Rezeptorblockade beeinflusst.

Im Vergleich mit den Verdnderungen der ETa-Rezeptor-mRNA-Expression fir das
gesamte Nierenmark in Teilexperiment 1 lassen sich wesentliche Befunde tendenziell in
Teilexperiment 2 wiederfinden (Abb. 3-10). So zeigte sich in der aulleren Medulla eine
signifikant hohere ETa-Rezeptor-mRNA-Expression in der Niedrigsalzgruppe (0,15%
NaCl) in Bezug auf die korrespondierende Hochsalzgruppe (1,80% NaCl) (p<0,05).
Unter Losartangabe war diese Differenz zwischen Niedrig- und Hochsalzgruppe
allerdings nahezu aufgehoben, es lieB sich kein signifikanter Diateffekt mehr
nachweisen. Ahnlich wie in Teilexperiment 1 fiir das gesamte Nierenmark ergab sich in
der &ulleren Medulla unter Losartangabe ein um 20% signifikant geringeres ET a-
Rezeptor-Expressionsniveau als in der korrespondierenden Diédtgruppe ohne Losartan
(p<0,05).



Ergebnisse

Teilexperiment 2

Cortex dullere Medulla innere Medulla
*
4 - *
*
M1
s
(Y
g
£ *
= 1
<
& 2 4
>
&
g
S
L 1 4
0
+ Los + Los + Los

1 0,05%NaCl 1 1,80%NaCl

Abbildung 3-10: Relativer mRNA-Gehalt des ETa-Rezeptors in Cortex, aullerer und
innerer Medulla mit und ohne Losartan (Los) in Teilexperiment 2; n=10 pro Gruppe
Cortex: @ Diateffekt, Losartaneffekt p<0,05, @ Interaktion

AuBere Medulla: Diateffekt p<0,05, Losartaneffekt p<0,05, @ Interaktion

Innere Medulla: Diéteffekt p<0,05, @ Losartaneffekt, @ Interaktion

In der inneren Medulla fand sich in Teilexperiment 2 (Abb. 3-10) unter Niedrigsalzdiat
(0,05% NaCl) sowohl bei den unbehandelten als auch bei den mit Losartan behandelten
Tieren ein  hoheres ETa-Rezeptor-mRNA-Expressionsniveau als bei  den
korrespondierenden Hochsalzgruppen. Statistisch signifikant war jedoch lediglich der
Diéateffekt unter Losartangabe (p<0,05) (Abb. 3-10).
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3.5.3 ETg-Rezeptor

Die renale mRNA-Expression des ETg-Rezeptors blieb im Cortex sowohl in
Teilexperiment 1 (Abb. 3-11) als auch in Teilexperiment 2 (Abb. 3-12) unbeeinflusst

von Kochsalzdiat und AT;-Rezeptorblockade.

Bei der Untersuchung des gesamten Nierenmarks ergab sich in Teilexperiment 1 ein
signifikanter Diateffekt (Abb. 3-11). Dabei wurden in den Niedrig- und
Normalsalzgruppen hohere  Expressionsniveaus als in den Hochsalzgruppen
nachgewiesen. Statistische Signifikanz erreichte allerdings lediglich der Vergleich
zwischen Niedrig- und Hochsalzdiat ohne Losartan mit einer 33% hdheren mRNA-
Expression in der Niedrigsalzgruppe. Unter Losartangabe waren die Differenzen
zwischen den einzelnen Versuchsgruppen weniger ausgeprégt und nicht signifikant
(Abb. 3-11).
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Abbildung 3-11: Relativer mMRNA-Gehalt des ETg-Rezeptors in Cortex und Medulla
mit und ohne Losartan (Los) in Teilexperiment 1; n=8 pro Gruppe

Cortex: @ Diateffekt, @ Losartaneffekt, @ Interaktion

Medulla: Diateffekt p<0,05, @ Losartaneffekt, @ Interaktion
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Nach einer feineren Préparation der Medulla und der weiteren Verringerung der
Kochsalzaufnahme in Teilexperiment 2 lieBen sich keine signifikanten Unterschiede
mehr finden (Abb. 3-12). Weder innere noch duflere Medulla zeigten Veranderungen
der ETg-mRNA-Expression in Verbindung mit der NaCl-Aufnahme oder der AT;-
Rezeptorblockade.
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Abbildung 3-12: Relativer mRNA-Gehalt des ETg-Rezeptors in Cortex, auBerer und
innerer Medulla mit und ohne Losartan (Los) in Teilexperiment 2; n=10 pro Gruppe
Cortex: @ Diateffekt, Losartaneffekt p<0,05, @ Interaktion

AuRere Medulla: @ Diéateffekt, @ Losartaneffekt, @ Interaktion

Innere Medulla: @ Diateffekt, @ Losartaneffekt, @ Interaktion
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3.5.4 Endothelin-Converting-Enzym 1 (ECE-1)
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Abbildung 3-13: Relativer mRNA-Gehalt von ECE-1 in Cortex, aulRerer und innerer
Medulla mit und ohne Losartan (Los) in Teilexperiment 2; n=10 pro Gruppe

Cortex: @ Diateffekt, Losartaneffekt p<0,001, @ Interaktion

AuBere Medulla: @ Diateffekt, Losartaneffekt p<0,05, @ Interaktion

Innere Medulla: Diéateffekt p<0,05, @ Losartaneffekt, Interaktion p<0,05

Zusétzlich zu Pra-pro-ET-1, dem ETa- und ETg-Rezeptor wurde in Teilexperiment 2
die mRNA-Expression einer weiteren Komponente des Endothelinsystems, des
Endothelin-Converting-Enzyms 1 (ECE-1) untersucht (Abb. 3-13).

Dabei zeigte sich im Cortex kein signifikanter Einfluss der Kochsalzaufnahme auf die
Genexpression, allerdings fiihrte die Losartangabe zu einer signifikanten Abnahme des
Transkriptniveaus in der Niedrigsalzgruppe (0,05%NaCl) um 24% im Vergleich zur
Niedrigsalzgruppe ohne Losartan (p<0.001).

In der dulReren Medulla fand sich in der Niedrigsalzgruppe tendenziell eine Erhéhung
der mMRNA-Expression in Bezug auf die Hochsalzgruppe, statistische Signifikanz wurde
jedoch nicht erreicht. Unter Losartangabe kam es &hnlich wie im Cortex in der
Niedrigsalzgruppe zu einer signifikanten Verminderung der Genexpression um 21%

bezlglich der Niedrigsalzgruppe ohne Losartan (p<0,05) (Abb. 3-13).
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In der inneren Medulla beobachteten wir in den Versuchsgruppen ohne Losartan keinen
signifikanten Diateffekt. Unter AT;-Rezeptorblockade zeigte sich ein milder Anstieg
der ECE-mRNA-Expression in der Niedrigsalzgruppe um 23% (Abb. 3-13).

3.5.5 Zusammfassung zur mRNA-Expression

Die Verénderungen der renalen Genexpression der einzelnen Komponenten des
Endothelinsystems in  Abh&ngigkeit von der Kochsalzaufnahme wund AT;-

Rezeptorblockade sollen im Folgenden zusammengefasst werden (Tab. 3-2).

Tabelle 3-2: Schematische Darstellung der wichtigsten Veranderungen der mRNA-

Gehalte der einzelnen Komponenten des Endothelinsystems in Teilexperiment 1/2

Teilexperiment 1 Teilexperiment 2
0,15%  0,15% NaCl 0,05% 0,05%NacCl
NaCl +L0s NaCl +Los
Pra-pro-  Cortex Cortex
ET-1
Medulla M PN aulere M. s PN
innere M.
ETa- Cortex T T Cortex
Rezeptor
Medulla T T aulere M. T PN
innere M
ETg- Cortex Cortex
Rezeptor
Medulla ( PN aullere M. 1 «>
innere M.
ECE-1 Cortex
aullere M. 1 PRI
innere M.

* p<0,05 jeweils vs. korrespondierende Hochsalzgruppe (1,80% NaCl + Los)
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In Teilexperiment 1 zeigten sich im Cortex aul3er einer hoheren ET ao-Rezeptor-mRNA-
Expression in den Niedrigsalzgruppen (0,15% NaCl + Los) im Vergleich zu den
Normal- (0,60% NaCl + Los) bzw. Hochsalzgruppen (1,80% NaCl = Los) keine
signifikanten Unterschiede (Tab. 3-2).

Im Gegensatz dazu fanden sich in der Medulla signifikante Verédnderungen bei allen
untersuchten Komponenten des Endothelinsystems. Die medulldre Pra-pro-ET-1-
MRNA-Expression fiel in der Niedrig- (0,15% NaCl) und Normalsalzgruppe (0,60%
NaCl) signifikant starker aus als in der Hochsalzgruppe (1,80% NaCl). Ahnliche
Verénderungen zeigten sich sowohl beim ET a-, als auch in geringerer Auspragung beim
ETg-Rezeptor.

In Teilexperiment 2 fanden sich im Cortex hinsichtlich der Kochsalzaufnahme fir keine
der untersuchten Komponenten des Endothelinsystems signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen (Tab. 3-2). Die in Teilexperiment 1 nachweisbaren
kortikalen ~ Veranderungen der ETa-Rezeptor-mRNA-Expression konnten in
Teilexperiment 2 nicht reproduziert werden.

In der duReren Medulla zeigten sich &hnliche Verénderungen fir Pra-pro-ET-1 und fir
den ETa- Rezeptor wie im gesamten Nierenmark in Teilexperiment 1. So fiel die
MRNA-Expression fir beide Komponenten ebenfalls signifikant starker in der
Niedrigsalzgruppe (0,05% NaCl) aus als in der Hochsalzgruppe (1,80% NaCl). Die
Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen waren jedoch geringer ausgepragt als in
Teilexperiment 1 trotz verschérfter Kochsalzrestriktion. Fir den ETg-Rezeptor liellen
sich die in Teilexperiment 1 gefundenen medullaren Veradnderungen in der Folge nicht
mehr in der Auspragung nachweisen. In der &uferen Medulla war eine Tendenz
hinsichtlich hoherer Expressionsniveaus unter Niedrigsalzdiat festzustellen, eine
statistische Signifikanz bestand nicht. Auch bei der ECE-1-mRNA-Expression wurden
tendenziell héhere Transkriptgehalte in der Niedrigsalzgruppe (0,05% NaCl) gemessen
als in der Vergleichsgruppe unter Hochsalzdidt (1,80% NaCl), eine statistische
Signifikanz wurde nicht erreicht.

Die mRNA-Expression in der inneren Medulla zeigte fur keine der untersuchten
Komponenten des Endothelinsystems signifikante VVerédnderungen durch Variation der
Kochsalzaufnahme. Damit sind die signifikanten Verdnderungen der mRNA-Expression
der einzelenen Komponenten des Endothelinsystems unter Variation der

Kochsalzaufnahme alleine ausschlielich in der auBeren Medulla zu finden.
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Die ATi-Rezeptorblockade mittels Losartan fuhrte fir Pré-pro-ET-1, den ETa- und
ETg-Rezeptor in beiden Teilexperimenten zu keiner signifikanten Suppression der
Genexpressionsniveaus im Gesamten. Jedoch waren die durch die unterschiedliche
Salzdiat aufgetretenen signifikanten Veranderungen in beiden Teilexperimenten unter
Losartan deutlich weniger ausgeprégt bis hin zu vollstandig aufgehoben (Tab. 3-2). Fir
ECE-1 zeigte sich eine signifikant geringere mRNA-Expression unter Losartangabe in
Cortex und &duBerer Medulla, der in der aufleren Medulla gefundene tendenzielle

Diéateffekt wurde auch hier durch Losartan aufgehoben.

3.6 ET-1-Peptid
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Abbildung 3-14: Immunreaktiver ET-1-Peptid-Gehalt in Cortex und Medulla mit und
ohne Losartan in Teilexperiment 1; n=8 pro Gruppe

Die Bestimmung des renalen Gehaltes an immunreaktivem ET-1-Peptid mittels ELISA
ergab zwischen 4- bis 7fach hdhere Werte im Nierenmark als in der Nierenrinde.

Hinsichtlich der Variation der Kochsalzaufnahme blieb der kortikale ET-1-Peptidgehalt
konstant, in der Medulla fand sich dahingegen unter Niedrigsalzdiat ein um 110%
signifikant hoherer Peptidgehalt (p<0,001). Durch Losartangabe wurde dieser Effekt

abgeschwacht auf 30 %, eine statistische Signifikanz wurde nicht mehr erreicht.
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4 Diskussion

Die Niere weist neben der Lunge die hochste Endothelin-1-Syntheserate und
Endothelin-Rezeptordichte auf. Sie ist damit einer der wichtigsten Synthese- und
Wirkorte des Endothelinsystems innerhalo des Organismus (41, 67). Durch
Veranderungen der renalen Hamodynamik (47, 55, 61), des tubulédren epithelialen
Elektrolyttransportes (21, 59, 99) sowie durch proliferative und mitogene Effekte (68)
greift Endothelin-1 in den komplexen Regulationsmechanismus des Elektrolyt- und
Wasserhaushaltes ein und beeinflusst die renale Natriumausscheidung. Dabei vermittelt
Endothelin-1 verschiedene z. T. auch gegensatzliche Wirkungen. Einerseits vermindert
es in der Nierenrinde durch vasokonstriktorische Effekte den renalen Blutfluss und die
GFR (102) und begiinstigt damit die Na'- und Wasserretention (47, 55, 62).
Andererseits kann es uber direkte tubulare Wirkungen die Na*-Reabsorption hemmen
(67, 142). Damit greift es in die Regulation des systemischen arteriellen Blutdrucks ein.
Von den zwei bekannten ET-1-Rezeptoren scheinen die ETg-Rezeptoren dabei
vorrangig die natriuretischen und hypotensiven Effekte zu vermitteln (24, 59, 94), die
ETa-Rezeptoren hingegen die vasokonstriktorischen und hypertensiven Wirkungen (24,
41, 68).

Waihrend das Endothelinsystem hinsichtlich der Regulation des renalen Salz- und
Wasserhaushaltes weitgehend gut untersucht ist (4, 37, 101, 104, 120), ist umgekehrt
uber den Einfluss der Kochsalzaufnahme auf die Komponenten des renalen
Endothelinsystems nur wenig bekannt (41).

Hinweise flr eine Aktivierung des renalen Endothelinsystems unter Hochsalzdiat geben
Studien von Pollock (104), Fattal (29) und Sasser (109). Nach Verabreichung von
Hochsalzdidten mit einem Kochsalzgehalt zwischen 4 und 10% NaCl fanden die
Autoren einen Anstieg des immunreaktiven ECE-1-Gehaltes, der ECE-1-mRNA-
Expression sowie der ET-1-Ausscheidung im Urin (60, 101). Diese Daten weisen auf
eine gesteigerte ET-1-Synthese bei hoher NaCl-Belastung hin. Unter einer Kombination
von 10% NaCl und einer chronischen Angll-Infusion fanden Sasser et al. einen
zusatzlichen Anstieg des immunreaktiven ET-1 Gehaltes in der Nierenrinde und im

aulleren Nierenmark (109).
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Diese Veranderungen sind in allen Studien allerdings mit einem signifikanten Anstieg
des systemischen Blutdrucks von bis zu 59% assoziiert. Ob die Wirkung der Salzdiat
hier durch den hypertensiven Effekt beeinflusst wurde, lasst sich damit nicht sicher
ausschlieBen. Des Weiteren fehlen in diesen Arbeiten Betrachtungen zu Veranderungen

der einzelnen Endothelinrezeptoren.

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir in der vorliegenden Studie das renale
Endothelinsystem bei Variation der diatetischen Kochsalzaufnahme in physiologisch
relevanten GroRenordnungen bei Sprague-Dawley-Ratten. Unser Ziel war eine
systematische Untersuchung der Verdnderungen der wichtigsten Komponenten des
Endothelinsystems mit einer differenzierten Betrachtung von Nierenrinde und
Nierenmark.

Dazu variierten wir in einer ersten experimentellen Serie den Kochsalzgehalt der
zugefiihrten Nahrung zwischen 0,15% und 1,80% und analysierten das Verhalten von
Blutdruck, renaler Na'-Bilanz, der renalen Genexpression der wichtigsten
Komponenten des Endothelinsystems, ET-1, ETa- und ETg-Rezeptor und des ET-1-
Gehaltes in Cortex und Medulla. Um den Einfluss des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems auf kochsalzinduzierte Veranderungen des renalen Endothelinsystems zu
untersuchen, wurde ein Teil der Tiere mit dem AT;-Rezeptorblocker Losartan
behandelt.

Unter Niedrigsalzdiat (0,15% NaCl) zeigte sich dabei als Hauptbefund eine signifikant
hohere mRNA-Expression im Nierenmark fiir alle 3 untersuchten Komponenten des
Endothelinsystems Pra-pro-ET-1 (+51%), ETa- (+81%) und ETg-Rezeptor (+33%)
sowie ein Anstieg des medulléaren immunreaktiven ET-1-Gehaltes (+110%).

Um die hier nachgewiesenen gesamtmedullaren Veranderungen der mRNA-Expression
besser lokalisieren und die Effekte weiter prézisieren zu kdnnen, schlossen wir eine
zweite experimentelle Serie an. In dieser Versuchsserie erfolgte eine feinere Praparation
des Nierenmarks in &ufere und innere Medulla und eine weitere Verringerung des
Salzgehaltes der Niedrigsalzgruppe (0,05%). Die Genexpressionsuntersuchungen
wurden um eine weitere Komponente des Endothelinsystems, das Endothelin-

Converting-Enzym-1 (ECE-1) erweitert.
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Die wichtigsten Ergebnisse unserer Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. Die Variation der Salzdiat zwischen 0,05% und 1,80%NaCl beeinflusste weder

den arteriellen Blutdruck noch die Herzfrequenz der Tiere.

2. Die selektive AT;-Rezeptorblockade mittels Losartan fiihrte zu einer
signifikanten Reduzierung des Blutdrucks um 20-30 mmHg, die Herzfrequenz
blieb dabei konstant.

3. Eine Niedrigsalzdiat von 0,15% NaCl war mit einem Anstieg der mRNA-
Expression von Pra-pro-ET-1 (+51%), des ETa- (+81%) und ETg-Rezeptors
(+33%) sowie mit einem erhéhten immunreaktiven ET-1-Gehalt (+110%) im
gesamten Nierenmark assoziiert. In der weiterfihrenden Untersuchung unter
0.05% NaCl konnte dieser Effekt auf der Genexpressionsebene in der duReren
Medulla reproduziert werden, allerdings in milderer Auspragung (Pra-pro-ET-1
+37%, ETa +20%, ETg n. sign., ECE-1 +16%).

4. Diese Diateffekte lielen sich durch eine selektive AT;-Rezeptorblockade mittels

Losartan teilweise bzw. vollstandig aufheben.

5. Der renale Cortex blieb durch Variation der Kochsalzaufnahme sowohl
hinsichtlich der MRNA-Expression der einzelnen Komponenten des
Endothelinsystems als auch hinsichtlich des immunreaktiven ET-1-Gehaltes

weitgehend unbeeinflusst.

Das Anliegen unserer Studie war es, das Endothelinsystem unter physiologischen
Bedingungen zu untersuchen. Dazu sollte die zugefihrte Kochsalzmenge derart variiert
werden, dass dadurch weder der Blutdruck noch das Wachstumsverhalten der Tiere mit
entsprechenden sekundaren Effekten beeinflusst wird. Unter der von uns gewdhlten
Variation der Kochsalzzufuhr zwischen 0,05% und 1,80% NaCl waren sowohl der
Blutdruck, die Herzfrequenz als auch das Wachstum der Tiere in allen VVersuchsgruppen
der nicht mit Losartan behandelten Tiere konstant. Die in den Untersuchungen von
Sasser et al. (109), Pollock et al. (104) und Fattal et al. (29) beschriebene Aktivierung

des ET-Systems unter exzessiver Hochsalzdiat mit bis zu 10% NaCl konnte in unserer
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Studie nicht in dem Male nachvollzogen werden. Mdoglicherweise sind jene
Veranderungen am ehesten auf die hypertensive Alteration zurickzufihren. So sind
erhdhte ET-1-Plasmaspiegel bzw. eine gesteigerte ET-1-Expression sowohl bei
verschiedenen hypertensiven Tiermodellen (salzsensitive Dahl-Ratte, spontan
hypertensive Ratte (SpSHR)) als auch bei der arteriellen Hypertonie des Menschen
beschrieben worden (23, 112) . Eine Schadigung der Nieren durch die hohe
Salzbelastung und den erhohten Blutdruck konnte eine weitere Ursache fir die
divergierenden Befunde darstellen. Eine Aktivierung des ET-Systems ist sowohl bei
akuter als auch chronischer Nierenschédigung hinreichend beschrieben worden (23, 41,
53, 67).

Untersuchungen des Endothelinsystems auf Genexpressionsebene unter Variation der
Kochsalzaufnahme im ,,physiologischen* Rahmen lassen sich in der Literatur kaum
finden. Ahnliche Untersuchungen am Tiermodell der Ratte durch Feron et al. zeigten
sowohl unter ,,salzfreier* Wasserzufuhr als auch unter einer Salzbelastung von 1% NaCl
keine Veranderung der renalen ET-1-mRNA-Expression (30). Auch Firth et al. (32)
sowie Fattal et al. (29) konnten unter einer Niedrigsalzdiat (0,03% bzw. 0,01% NaCl)
keine Alteration der renalen ET-1- bzw. ECE-1-Genexpression nachweisen. Die
Diskrepanz zu unseren Ergebnissen lasst sich mdglicherweise damit erkléren, dass dort
die gesamte Niere bzw. Medulla verwendet wurde und somit lokale Effekte in einzelnen

Regionen unerkannt blieben.

Untersuchungen am Menschen konnten, dhnlich wie in unserer Studie, unter
Niedrigsalzdiat Zeichen einer Aktivierung des renalen Endothelinsystems nachweisen.
Vanni et al. fanden einen milden Anstieg der Pré-pro-ET-1-mRNA-Expression im
Nierenmark (30%), allerdings auch einen weitaus stirkeren Anstieg in der Nierenrinde
(194%) (124). Modesti et al. (86) konnten eine gesteigerte ET-1-mRNA-Expression
(66%) unter Niedrigsalzdiat (20 mmol/d), dabei speziell in den Endothelzellen des
medullaren peritubuldren Kapillarnetzes und den Epithelzellen des medulléren
Sammelrohrs nachweisen. Hinsichtlich der ET-1-Rezeptoren zeigten Vanni et al. im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen unter Niedrigsalzdidt einen milden Anstieg der
medulldren ETg-Rezeptor-mRNA-Expression (37%), die Genexpression des ETa-
Rezeptors blieb unbeeinflusst (124). Moglicherweise tragen speziesbedingte Faktoren

zu den unterschiedlichen Befunden bei.
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Die Mechanismen der Aktivierung des Endothelinsystems infolge einer Niedrigsalzdi&t
sind bisher noch weitgehend ungeklért. In vitro - Untersuchungen an kultivierten
Epithelzellen des dicken, aufsteigenden Teils der Henle-Schleife konnten zeigen, dass
eine hohe Osmolalitdt zu einer gesteigerten ET-1-Freisetzung und Pra-pro-ET-1-
MRNA-Expression fuhrt (56, 68, 124). Ebenso konnte bei Ratten in vivo eine akute
Erh6hung der medullaren Osmolalitdt mit einem Anstieg der ET-1-Exkretion in
Verbindung gebracht werden (11). Ein Anstieg der medulldaren Osmolalitat trat dabei ab
einer Kochsalzkonzentration des verabreichten Trinkwassers von tber 1% NaCl auf
(56). Wird die Kochsalzaufnahme wie in der vorliegenden Studie allerdings uber die
Nahrung in Verbindung mit Wassser ad libitum erreicht, treten Erhohungen der
medulldren Osmolalitat eher unter Niedrigsalzdiat auf (138). Dies wurde mit einer
gleichzeitigen Verminderung des distalen Tubulusflusses und des medulldren
Blutflusses in Verbindung gebracht (45, 138). Dieser Zusammenhang hat
moglicherweise auch die Erhohung der Pré-pro-ET-1-mRNA- und ETa-Rezeptor-

MRNA-EXxpression in unserer Studie unter Niedrigsalzdiat mit verursacht.

Eine weitere mdogliche Erklarung ist der enge Kontakt zum Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System. Mehrere Studien konnten zeigen, dass exogen zugefihrtes
Angiotensin Il (Angll) allein bzw. in Kombination mit NaCl zu einer Aktivierung des
Endothelinsystems fiihrt (4, 6, 8, 109). Alexander et al. wiesen unter Angll- Infusion
einen Anstieg der kortikalen und medulldren Pra-pro-ET-1-mRNA-Expression um ca.
50 % nach. Dies war mit einem Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks verbunden
und liel3 sich durch eine selektive ET a-Rezeptorblockade nahezu komplett aufheben (4,
6). Ahnliche Ergebnisse zeigten auch Barton et al. (8) und Moreau et al. (87). Ein
Anstieg der ETa-mRNA-Expression in glatten Gefalmuskelzellen unter exogener
Angll-Zufuhr wurde ebenfalls beschrieben (49).

Es ist bekannt, dass das Renin-Angiotensin-System einer Salzabhéngigkeit unterliegt.
So flhrt eine Kochsalzrestriktion zu einem Anstieg der renalen Angll- Rezeptoren-
Dichte und der AT;-mRNA-Expression an den beiden Hauptstellen der Na-Resorption,
dem proximalen Tubulus und im Bereich des aufsteigenden Teils der Henle-Schleife
(13, 131). Vor diesem Hintergrund untersuchten wir in unserer Studie, ob die
kochsalzabhdngigen Effekte AT;-vermittelt sind. Dazu verabreichten wir in
entsprechenden Kontrollgruppen den selektiven AT;-Antagonisten Losartan. Dies

fuhrte einerseits zu dem erwarteten Blutdruckabfall um 20-30 mmHg in allen
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Diatgruppen. Andererseits wurden die unter Niedrigsalzdiat gefundenen Anstiege der
medulldren Pré-pro-ET-1-, ETa-, ETg-Rezeptor- und ECE-1-Genexpression wie auch
des medullaren ET-1-Peptidgehalt teilweise bis komplett aufgehoben. Die
Transkriptmengen in den anderen Versuchsgruppen wurden dabei nicht beeinflusst.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass die Salzeffekte zumindest partiell durch das
Renin-Angiotensin-System, insbesondere durch AT;-Rezeptoren vermittelt werden. Das
Endothelin- und Renin-Angiotensin-System scheinen demnach mit dem Ziel einer
vermehrten Na-Retention und Antidiurese eng zu interagieren. Es ist zu vermuten, dass
der ET a-Rezeptor dabei als Vermittler eine bedeutende Rolle spielt.

Die genauen Mechanismen, wodurch Angll das ET-System stimuliert, sind allerdings
noch weitgehend unklar (4). Diskutiert werden direkte und indirekte Wege. So zeigt
sich Angll zum einen in Untersuchungen an isolierten Zellkulturen als potenter
Stimulator der ET-1-Synthese und —freisetzung (4, 72), zum anderen werden mogliche
Alterationen durch Angll-abhéngige Verdnderungen des RBF, der GFR und des

arteriellen Blutdrucks als Ursache angefiihrt (4).

Untersuchungen von Kopp et al. konnten zeigen, dass eine Variation der
Kochsalzaufnahme die mechanosensorische Nervenaktivitat in der Nierenbeckenwand
unter Beteiligung des ET-Systems beeinflusst (76-78). So kommt es unter Hochsalzdiat
zu einer gesteigerten afferenten renalen Nervenaktivitit (ARNA) in der
Nierenbeckenwand. Im Sinne eines negativen Feedbackmechanismus wird dadurch die
efferente renale sympathische Nervenaktivitat (ERSNA) gehemmt, welche ihrerseits mit
einer verminderten Na-Retention verbunden ist. Dieser Effekt I&sst sich zumindest z.T.
durch den ETg-Rezeptorblocker BQ-788 aufheben. Umgekehrt kommt es unter
Niedrigsalzdiat zu einer verminderten ARNA-Aktivierung, damit zu einer konsekutiven
ERSNA-Steigerung und einer erhdhten Na-Retention. Dies lasst sich wiederum durch
eine ETa-Rezeptorblockade mittels BQ-123 antagonisieren. Die ET-1-Effekte scheinen
somit einer Salzabhangigkeit zu unterliegen (77, 78).

Diese Form der Interaktion zwischen ARNA und ERSNA im Sinne eines renorenalen
Reflexes ist moglicherweise von erheblicher Bedeutung fir die Regulation des
arteriellen Blutdrucks und des Na- und Wasserhaushaltes. So fuhrt eine Denervierung
der renalen Afferenzen bei Ratten zur Ausprégung einer salzsensitiven Hypertonie (76).

Neueste Untersuchungen lassen in diesem Zusammenhang ebenso vermuten, dass eine
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gesteigerte Aktivierung von ETa-Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der Pathogenese
und Auspragung der chronischen Herzinsuffizienz spielen konnte (75).

Parallel zu den o.g. Studien zur mechanosensorischen Nervenaktivitat fihrten Kopp et
al. auch Untersuchungen zur Gen- und Proteinexpression der einzelnen ET-Rezeptoren
in der Nierenbeckenwand durch, wo sowohl ETa- als auch ETg-Rezeptoren
immunhistochemisch  lokalisiert wurden. Salzabhdngige = mRNA-EXxpressions-
unterschiede flr die einzelnen ET-Rezeptoren lieRen sich dabei nicht nachweisen (78).
Auf Proteinebene zeigte sich allerdings eine erhdhte ETa-Rezeptorexpression unter
Niedrigsalzdiat (78). Mit Berticksichtigung der Befunde der vorliegenden Studie im
Nierenmark konnte dies einen weiteren Hinweis auf eine mdgliche Beteiligung
neuronaler Prozesse, speziell Angll-vermittleter Regelkreise an der Regulation des
Endothelinsystems sowohl auf Genexpressions- als auch Proteinebene bei Variation der
Kochsalzaufnahme darstellen (78).

Des Weiteren ist die Beteiligung des lokalen Endothelinsystems an der strukturellen
Anpassung der Niere an die Verédnderung der nutritiven Kochsalzaufnahme denkbar. So
gibt es Hinweise dafiir, dass neben der Beeinflussung renaler Funktionen langfristige
Veranderungen der NaCl-Aufnahme mdoglicherweise zu strukturellen Umbauprozessen
fuhren (83). Auf diese Weise ist es moglich, dass das Endothelinsystem jene Prozesse
unterstitzt bzw. daran beteiligt ist. Es gibt Literaturhinweise, dass Endothelin an der
Regulation des Zellwachstums und der Proliferation teilnimmt (12). Es konnte weiterhin
bei Ratten gezeigt werden, dass ETg-Rezeptor-abhdngige Mechanismen das epitheliale
Zellwachstum und deren Proliferation in der Niere fordern (57, 96). Auch andere
Studien bestdtigen mitogene und proliferative Effekte auf Mesangial- und
Gefallmuskelzellen sowie auf die Extrazellularmatrix. Die Autoren postulieren dabei
den ETa-Rezeptor als Vermittler (41, 116, 132). Des Weiteren wurde gezeigt, dass ET-1
die proliferativen Effekte von Angll, Erythropoetin und des Wachstumsfaktors PDGF
zumindest teilweise beginstigt bzw. womdglich vermittelt und die Produktion von
Fibronektin, Kollagen IV sowie anderer matrixstimulierender Faktoren wie TGF-3 und
PDGF induziert (67). Unsere Ergebnisse kdnnten damit Ausdruck einer mdglichen
Induktion von strukturellen Umbauprozessen sein. Diese Art der Interaktion mag

allerdings bei kurz- und mittelfristigen Untersuchungen der Hamodynamik und der
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renalen Na'-Ausscheidung, ohne Beriicksichtigung struktureller Veranderungen, wie in

der vorliegenden Studie eher verborgen bleiben.

Unter Niedrigsalzdiat zeigte sich in unseren Untersuchungen ein Anstieg der ETa-
Rezeptor-mRNA-Expression insbesondere in der auBeren Medulla. Dies steht scheinbar
im Widerspruch zu Rezeptorbindungsstudien, welche zeigen konnten, dass der ETa-
Rezeptor zum Grofdteil kortikal auf vaskuldren GefaBmuskelzellen der Glomeruli
exprimiert wird (93, 121) und dort eine nachhaltige Vasokonstriktion vermittelt (47,
51). Veranderungen der Genexpression des ETa-Rezeptors waren somit am ehesten im
Cortex zu vermuten. Es konnte allerdings auch gezeigt werden, dass der ETa-Rezeptor
in geringerem Ausmal ebenso auf medulléren interstitiellen Zellen, Perizyten der Vasa
recta und auf Tubulusepithelzellen des innermedullaren Sammelrohrs (IMCD)
vorkommt (15, 70, 93). Perizyten enthalten &hnlich wie Gefalmuskelzellen
Myofibrillen und sind damit imstande, durch Kontraktion den Blutfluss in den Vasa
recta zu modulieren. Damit ist neben der Regulation der kortikalen Durchblutung eine
zusétzliche Einflussnahme auf den medullédren Blutfluss, die medulldre Osmolaritat und
demzufolge auf die Na-Reabsorption maglich (82, 86, 97).

Unsere Ergebnisse kdnnten damit Ausdruck einer moglichen Anpassungsreaktion in
Bezug auf die Salzrestriktion sein. Unterstitzt wird diese Vermutung durch die o.g.
Studie von Modesti et al. am Menschen (86), welche ebenfalls unter Niedrigsalzdiat

eine erhohte Pra-pro-ET-1-Genexpression im peritubuldren Gefalibett zeigen konnte.

Die genaue Bedeutung, insbesondere des auf Tubulusepithelzellen des innermedulléren
Sammelrohres exprimierten ETa-Rezeptors ist bisher noch nicht hinreichend geklért.
Untersuchungen von Ge et al. (38) an transgenen Mausen zeigten, dass eine
sammelrohrspezifische Deletion des ETa-Rezeptors nicht zu einer Verénderung des
arteriellen Blutdrucks und der renalen Na-Ausscheidung fiihrt. Demnach scheinen ETa-
Rezeptor-vermittelte Effekte in der inneren Medulla unter physiologischen
Bedingungen hinsichtlich der Regulation des renalen Na- und Wasserhaushaltes sowie
der kurz- und mittelfristigen Blutdruckeinstellung eher eine untergeordnete Rolle zu
spielen. Zu kléren bleibt deren Bedeutung bei langfristigen Verénderungen und in
pathophysiologischen Situationen, bei denen ein aktiviertes Endothelinsystem
nachgewiesen werden konnte, wie bei der chronischen Niereninsuffizienz und der

salzsensitiven Hypertonie (24, 67, 111).
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Hinsichtlich des ETg-Rezeptors gibt es bereits zahlreiche Studien, die dessen Bedeutung
untersucht haben. Er besitzt mehrere Funktionen und beeinflusst sowohl die renale
H&modynamik als auch den epithelialen Elektrolyttransport. So vermittelt er sowohl
vasodilatatorische (5, 104) wie auch vasokonstriktorische ET-1-Effekte (61, 62). In den
Epithelzellen des innermedullaren Sammelrohrs inhibiert er bei Aktivierung die ADH-
abhdngige Wasserpermeabilitat (68, 90, 95) und die Na-K-ATPase (142). Effekte in
anderen Nephronsegmenten sind ebenfalls beschrieben, wie die Hemmung bestimmter
Cl-Transporter im aufsteigenden Teil der Henle-Schleife (21, 99). Des Weiteren binden
ETg-Rezeptoren ET-1 aus der Zirkulation und tragen damit entscheidend zu dessen
Abbau und Deaktivierung bei (34). Neuere Studien messen insbesondere dem ETg-
Rezeptor eine hohe Bedeutung bei der Regulation des renalen Elektrolyt- und
Wasserhaushaltes unter physiologischen Bedingungen als auch bei der Entstehung
bestimmter Krankheiten zu. So konnte in Untersuchungen u.a. an transgenen Tieren
gezeigt werden, dass eine selektive ETg-Rezeptorblockade bzw. eine gestOrte ETg-
Rezeptorfunktion zu einer eingeschrankten Natriumausscheidung und einer gesteigerten
Wasserretention fiihrt und damit zur Auspragung einer ,,salzsensitiven* Hypertonie (35,
37, 46, 59, 125). In unseren Ergebnissen waren hinsichtlich der renalen Genexpression
des ETg-Rezeptors unter Variation der Kochsalzaufnahme keine konstanten
Veranderungen festzustellen. Der in Teilexperiment 1 im Nierenmark noch signifikante
Unterschied in der mRNA-Genexpression von 33% zwischen Niedrig- und

Hochsalzdiéat lieR sich in Teilexperiment 2 nicht mehr nachweisen.

Insgesamt l&sst sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie schlussfolgern, dass
vorwiegend das medulldre, weniger das kortikale Endothelinsystem sowohl auf
Transkript- als auch auf Peptidebene auf moderate Veranderungen der nutritiven
Kochsalzaufnahme reagiert. Die Veranderungen auf Genexpressionsebene betreffen
dabei inshesondere Pré-pro-ET-1 und den ETa-Rezeptor, tendenziell auch den ETg-
Rezeptor und ECE-1 in der &uBeren Medulla, angedeutet auch in der inneren Medulla,
allerdings ohne statistische Signifikanz. Diese Alterationen werden zumindest partiell
durch AT;-Rezeptoren vermittelt.

Das kortikale Endothelinsystem wird zumindest auf Transkriptebene von Anderungen
der Kochsalzzufuhr in den fir diese Studie gewéhlten Grélienordnungen nicht oder nur
wenig  beeinflusst.  Mdoglicherweise  spielen im  Rahmen dieser akuten

Anpassungsreaktion auf die verdnderte Kochsalzaufnahme Kkurzfristig wirkende
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Mechanismen, wie z.B. hdmodynamische, neuronale oder humorale Prozesse eine
entscheidendere Bedeutung, welche in der vorliegenden Studie keine Berlicksichtigung

fanden.

Um diesen Uberlegungen nachzugehen, erfolgten in einer erganzenden Untersuchung
zusatzliche hdmodynamische, immunhistochemische und funktionelle Analysen (64).
Hier wurde zum einen die Verteilung der ET-Rezeptoren in den einzelnen
Nierenregionen unter Niedrig- (0,15% NaCl) und Hochsalzdiat (1,80% NaCl)
immunhistochemisch untersucht. Dabei lieR sich der ETa-Rezeptor vornehmlich in den
Glomeruli und in den Sammelrohren sowie in der Medulla zusatzlich peritubulér und
kapillar nachweisen. Eine Anfarbung des ETg-Rezeptors zeigte sich im Cortex ebenso
in den Glomeruli und in den Sammelrohren, sowie im distalen Tubulus. In der Medulla
war er im Unterschied zum ETa-Rezeptor vorwiegend im Tubulussystem mit
Ausnahme des diinnen aufsteigenden Teils der Henle-Schleife und des peritubuléren
Interstitiums nachweisbar. Unter Variation der Kochsalzdiat fanden sich dabei keine
Unterschiede, was mit den Untersuchungen anderer Autoren konform geht (22, 141).
Um der Frage nachzugehen, ob die in der vorliegenden Studie gefundene Aktivierung
der Expression des ETa-Rezeptors unter Niedrigsalzdiat (0,15% NaCl) die renale Na-
Retention mehr beeinflusst als unter Hochsalzdiat (1,80% NaCl), wurde in dieser
nachfolgenden Untersuchung zum einen eine systemische ETa-Blockade mittels
LU135252 durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine Reduzierung des Blutdruckes um 8-
10mmHg unabhangig von der Salzdiat, eine signifikante Verdnderung der renalen
Natriumbilanz ergab sich dabei nicht.

Zum anderen wurden intramedullér ein ETa- bzw. ETg-Rezeptorblocker (BQ123 bzw.
BQ788) appliziert und medullarer bzw. totaler renaler Blutfluss sowie die fraktionelle
Na*-Ausscheidung (FENa) gemessen. Es zeigten sich allerdings weder unter Hoch-
noch unter Niedrigsalzdiat signifikante Anderungen der renalen Hamodynamik und Na-

Ausscheidung nach intramedullarer Applikation der ETa- bzw. ETg-Rezeptorblocker.

Zusammen mit diesen Ergebnissen l&sst sich damit vermuten, dass die in der
vorliegenden Studie unter Niedrigsalzdiat gefundene Aktivierung der medulléren ETa-
Rezeptor-Genexpression nicht direkt an der akuten Aufrechterhaltung der renalen Na-

Bilanz unter Niedrigsalzdiat beteiligt ist. Die konstante renale Natriumbilanz kénnte



Diskussion

allerdings auch Ausdruck einer bereits stattgefundenen Kompensation durch andere
hormonale oder neuronale Mechanismen sein.

Die geauRerte Uberlegung einer moglichen Beeinflussung des medullaren Blutflusses
unter Niedrigsalzdiat, vermittelt durch ET a-Rezeptoren, liel? sich durch die zusétzlichen
hamodynamischen Untersuchungen mittels pharmakologischer ETa -Rezeptorblockade
nicht bestatigen. Damit bleibt die genaue Bedeutung des medulldren ET-Rezeptors in
der komplexen Regulation des renalen Natrium- und Wasserhaushaltes zunéchst
weiterhin unklar.

Die in unserer Studie unter Niedrigsalzdiat gefundene Aktivierung der Pra-pro-ET-1-,
ETa-mRNA-Expression scheint somit nicht direkt in kurz- und mittelfristige
Regulationsmechanismen des arteriellen Blutdrucks und des Na- und Wasserhaushaltes

einzugreifen.
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5 Zusammenfassung

Die Niere stellt einen der wichtigsten Synthese- und Wirkorte des Endothelinsystems
innerhalb des Organismus dar. Durch Verdnderungen der renalen Hamodynamik, des
tubularen epithelialen Elektrolyttransportes sowie durch proliferative und mitogene
Effekte  greift das  Endothelinsystem  vielfaltig in  den  komplexen
Regulationsmechanismus des Elektrolyt- und Wasserhaushaltes ein und beeinflusst
damit die renale Natriumausscheidung wie auch die Einstellung des systemischen
arteriellen Blutdrucks. Wéhrend das Endothelinsystem hinsichtlich der Regulation des
renalen Salz- und Wasserhaushaltes weitgehend gut untersucht ist, ist umgekehrt tber
den Einfluss der Kochsalzaufnahme auf die Komponenten des renalen

Endothelinsystems nur wenig bekannt.

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir in der vorliegenden Studie das renale
Endothelinsystem auf Genexpressions- und Peptidebene bei Variation der diétetischen
Kochsalzaufnahme in physiologisch relevanten GrolRenordnungen bei der Sprague-
Dawley-Ratte. Unser Ziel war eine systematische Darstellung der Veranderungen der
wichtigsten Komponenten des Endothelinsystems mit einer differenzierten Betrachtung
von Nierenrinde und Nierenmark.

Dazu wurde in einer experimentellen Serie der Kochsalzgehalt der zugefiihrten Nahrung
zwischen 0,15% und 1,80% variiert. Um den Einfluss des Renin-Angiotensin-Systems
auf kochsalzinduzierte Veranderungen des renalen Endothelinsystems zu untersuchen,
wurde ein Teil der Tiere mit dem AT;-Rezeptorblocker Losartan behandelt. Es wurden
simultan Herzfrequenz, arterieller Blutdruck und die renale Na*-Bilanz bei den Tieren
gemessen und am Ende des Experimentes die Nieren gewonnen. Anschlielend erfolgten
die Bestimmung der mRNA-Gehalte von Pré-pro-ET-1, des ETa- und ETg-Rezeptors
sowie des renalen immunreaktiven ET-1-Gehaltes.

Zur besseren Lokalisierung und Prazisierung der gefundenen Veranderungen schlossen
wir eine zweite experimentelle Serie an, in der eine feinere Praparation des Nierenmarks
in &uBere und innere Medulla, eine weitere Verringerung des Kochsalzgehaltes der
Niedrigsalzgruppe (0,05%) sowie eine Erweiterung der Genexpressionsuntersuchungen

um das Endothelin-Converting-Enzym-1 (ECE-1) erfolgte.
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Die Ergebnisse unserer Studie lassen sich wie folgt zusammenfassen:

> Die Variation der Salzdiat beeinflusste weder den arteriellen Blutdruck noch die

Herzfrequenz der Tiere.

> Eine Niedrigsalzdiat von 0,15% NaCl war mit einem Anstieg der mMRNA-
Expression von Pré-pro-ET-1 (51%), des ETa- (81%) und ETg- Rezeptors
(33%) sowie mit einem erhohten immunreaktiven ET-1-Gehalt (110%) im
gesamten Nierenmark assoziiert. In der weiterfiihrenden Untersuchung unter
0.05% NaCl konnte dieser Effekt auf der Genexpressionsebene in der duf3eren
Medulla reproduziert werden, allerdings in milderer Ausprédgung (Pré-pro-
ET-137%, ETa 20%, ETg n. sign., ECE-1 16%).

> Diese Diéateffekte liel3en sich durch eine selektive AT;-Rezeptorblockade mittels

Losartan teilweise bzw. vollstandig aufheben.

> Der renale Cortex blieb durch Variation der Kochsalzaufnahme sowohl
hinsichtlich der mRNA-Expression der einzelnen Komponenten des
Endothelinsystems als auch hinsichtlich des immunreaktiven ET-1-Gehaltes

weitgehend unbeeinflusst.

Insgesamt l&sst sich aus den Ergebnissen der vorliegenden Studie schlussfolgern, dass
vorwiegend das medulldre Endothelinsystem sowohl auf Transkript- als auch auf
Peptidebene auf moderate Veranderungen der nutritiven Kochsalzaufnahme reagiert.
Die signifikanten Veranderungen auf Genexpressionsebene betreffen dabei Pra-pro-ET-
1 und den ETa-Rezeptor insbesondere in der &uf3eren Medulla unter Niedrigsalzdiat.
Diese Alterationen werden zumindest partiell durch AT;-Rezeptoren vermittelt.

Die genaue Bedeutung der Aktivierung des Endothelinsystems unter Niedrigsalzdiat in
der komplexen Regulation des Na- und Wasserhaushaltes lasst sich aus dieser Studie
nicht ableiten. Sie konnte Ausdruck einer mittel- bzw. langfristigen Anpassungsreaktion
auf die verénderte Na-Aufnahme sein, den Beginn struktureller Umbauprozesse

darstellen wie auch eine Reaktion auf aktivierte neurovegetative Regelkreise sein.
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Low NaCl intake elevates renal medullary endothelin-1 and
endothelin A (ET,) receptor mRNA but not the sensitivity
of renal Na* excretion to ET 5 receptor blockade in rats
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Abstract

Aims: This study was performed to investigate the effects of NaCl intake on
renal mRNA expression of pre-pro-endothelin-1 (ET-1), endothelin A (ET )
and endothelin B (ET}3) receptors as well as on renal ET-1 content in rats. We
further tested for NaCl intake-dependent differences in the contribution of
the ET system to renal sodium handling.

Methods: Male Sprague-Dawley rats with telemetric devices were random-
ized to 0.15%, 0.60% and 1.80% NaCl diets with or without losartan.
Renal sodium balance and arterial pressure were monitored. Renal blood
flow and fractional sodium excretion (FENa) were measured in response to
acute infusion of ET, and ETg blockers into the inner stripe of the outer
renal medulla.

Results: Medullary pre-pro-ET-1, ET, and ETy receptor mRNA was 50%,
81% and 33% higher in rats on 0.15% vs. 1.80% NaCl. Losartan reduced
medullary gene expression in rats on 0.15% NaCl. Medullary ET-1 content
was 983 + 88 and 479 + 42 ng mg™' protein in rats on 0.15% and 1.80%
NaCl (P < 0.001). Chronic ET4 receptor blocker treatment reduced arterial
pressure by 8-10 mmHg in rats on 0.15% vs. 1.80% NaCl without affecting
renal sodium balances. Acute medullary ET4 or ETy receptor blockade did
not alter medullary blood flow and FENa in animals on either diet.
Conclusion: In rats renal medullary ET-1 content and mRNA expression of
three ET system components are inversely related to NaCl intake. Higher
expression levels on low NaCl intake are AT receptor dependent but are not
associated with increased sensitivity of renal sodium handling to ET4
receptor blockade.

Keywords angiotensin II, endothelin, kidney, rats, sodium chloride.

The endothelin system affects renal haemodynamics
(Gurbanov et al. 1996, Hercule & Oyekan 2000, Just
et al. 2004, Inscho et al. 2005, Bagnall et al. 2006),
renal epithelial electrolyte transport (De Jesus-Ferreira
& Bailly 1997, Hoffman et al. 2000, Plato et al. 2000)
and is activated under conditions of renal damage
(Abassi et al. 1993). In rats endothelin-1 (ET-1) caused
renal vasoconstriction through ET4 receptor and ETg
receptor-dependent mechanisms depending on the ves-
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sel segment (Just et al. 2004, Inscho et al. 2005).
Endothelial ETy receptors mediated tonic vasodilatory
effects (Bagnall ez al. 2006). Furthermore, ET-1 reduced
total renal blood flow (Gurbanov et al. 1996, Hercule
& Oyekan 2000, Just et al. 2004) while increasing renal
medullary blood flow (Gurbanov et al. 1996, Hercule
& Oyekan 2000).

Current data in rodents suggest that ET, receptor
stimulation may facilitate renal sodium retention, while
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ETy receptor stimulation facilitates renal sodium and
water excretion (Kohan 2006). Thus, ET-1 inhibited
renal chloride reabsorption via ETy receptor-dependent
mechanisms (De Jesus-Ferreira & Bailly 1997, Plato
et al. 2000) and caused ETpy receptor-dependent natri-
uresis and diuresis (Hoffman et al. 2000). Furthermore,
compromised renal ETy receptor function facilitated the
development of arterial hypertension in response to high
NaCl intake in rats and mice (Pollock & Pollock 2001,
Taylor et al. 2003, Ge et al. 2006).

In contrast to the well-established effects of endo-
thelins on renal haemodynamics and electrolyte trans-
port, little is known about the effects of different NaCl
intakes on the components of the local renal endothelin
system (Granger 2003). Knowledge of the effects of
variations in dietary NaCl intake is required to better
understand the role of the endothelin system in the
regulation of renal haemodynamics and electrolyte
transport. Several studies (Sasser et al. 2002, Fattal
et al. 2004, Vassileva et al. 2004) used very high salt
concentrations of 24% NaCl in the diet which may not
be relevant in a physiological context (Michell 1994,
Simon 2004, Martus et al. 2005). Experimental studies
employing systematic variations in the lower range of
dietary NaCl intakes are sparse (Feron et al. 1995, Firth
et al. 1995) and failed to identify major effects on the
renal endothelin system. Interestingly, in humans low
dietary NaCl intake increased and high NaCl intake
decreased renal ET-1 excretion (Modesti et al. 1998).
Furthermore, low dietary NaCl intake increased human
renal cortical and medullary pre-pro-ET-1 mRNA
abundance as well as medullary ETy receptor mRNA
abundance (Vanni et al. 2002). We therefore investi-
gated the effects of variations in dietary NaCl content
between 0.15% and 1.8% on renal cortical and medul-
lary transcript abundances of the endothelin system
components pre-pro-ET-1, ET, and ETjy receptors.
In addition, we measured immunoreactive endothelin
peptide contents.

Exogenous angiotensin II alone or in combination
with dietary NaCl loading activates the renal endothelin
system (Barton et al. 1997, Alexander et al. 2001,
Ballew & Fink 2001, Sasser et al. 2002) in rats while
angiotensin infusion into healthy women did not
significantly alter urinary endothelin excretion (Klein
et al. 1995). As renin-angiotensin systems are powerful
regulators of body fluid and electrolyte homeostasis we
tested if the potential effects of NaCl intake on the renal
endothelin system are mediated via angiotensin II by
giving the angiotensin II type 1 (AT;) receptor antag-
onist losartan.

Finally, we were interested in possible functional
consequences of dietary NaCl-associated alterations of
the renal endothelin system. We therefore subjected
separate groups of rats to chronic treatment with the
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ET, receptor antagonist LU 135252 and measured
renal sodium balance as well as mean arterial pressure.
Our hypothesis was that the ETa receptor antagonist
would have more pronounced effects on these param-
eters when the renal endothelin system was stimulated
by low dietary NaCl intake. Under a similar hypothesis
we tested the effects of acute renal medullary ET, and
ETjy receptor blockade on total renal blood flow, renal
medullary blood flow and fractional renal sodium
excretion. We found significant effects of dietary NaCl
intake on renal endothelin system gene expression and
ET-1 content. However, responses of arterial pressure,
renal sodium excretion and renal haemodynamics to
endothelin receptor blockade were not significantly
altered by the range of NaCl intakes investigated.

Materials and methods

Animals

Male Sprague-Dawley rats were obtained from Charles
River, Sulzfeld, Germany at the age of 6 weeks and kept
in a temperature and humidity controlled facility with
lights on from 06:00 hours to 06:00 hours. Standard rat
chow containing 0.60% NaCl and tap water were
provided ad libitum until the beginning of the experi-
ments. All procedures involving animals conform to the
German animal protection act and permission for
animal experimentation was obtained from a govern-
mental committee on animal welfare.

Telemetric arterial pressure recordings

Animals were implanted with radiotelemetric devices
(TA11PA-C40; Data Sciences International, St Paul,
MN, USA) as described previously (Grisk et al. 2002).
Data collection was performed with the animals in
metabolism cages. For this purpose the receivers were
placed behind the metabolism cages. The distance
between individual animals and non-corresponding
receivers was large enough to prevent crosstalk. Data
acquisition was performed as described previously
(Grisk et al. 2002). Telemetric data are presented as
12-h mean values.

Metabolism experiments

While in metabolism cages, animals had access to
distilled water and special diets with different NaCl
contents. Diets were prepared from a sodium-deficient
diet powder containing 0.02% Na* (Ssniff EF 1/80
Na-Mangel; Ssniff, Soest, Germany). The powder was
mixed with NaCl solutions of different concentrations
(20 mL solution per 30 g diet powder). The resulting
dough was grinded and offered to the animals in a

© 2007 The Authors
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special cup which prevented food spillage. The diets
contained the following Na* contents: 26, 104 and
311 pumol g™' corresponding to 0.15%, 0.60% and
1.80% NaCl respectively. In additional experiments, we
also used a 0.05% NaCl diet. We have controlled the
accuracy of this food preparation procedure previously
by measurements of Na* contents in the diets (Frey
et al. 2000). In experiment 1 half of the animals were
treated with the AT; receptor antagonist losartan
(losartan potassium, kindly provided by MSD Sharp
& Dome, Rahway, NJ, USA) that was added to the food
to achieve an oral dose of 30 mgkg™! day™. In
experiment 2, animals were treated with an orally
active ETy receptor blocker in a randomized crossover
design (LU 135252, kindly provided by Abbott Labo-
ratories, Abbott Park, IL, USA) to achieve a dosage of
50 mg kg™! day™! via the food.

Tissue sampling

At the end of the experiments, the animals were killed
by rapid decapitation. The kidneys were excised, placed
on an ice-cold Petri dish and dissected with the aid of a
stereomicroscope (inner
medulla plus inner stripe of the outer medulla). In
additional further
dissected into the inner stripe of the outer medulla

into cortex and medulla

experiments the medulla was
and the inner medulla. Tissue samples were snap frozen
in liquid nitrogen and stored at —70 °C until further
analysis.

Acute studies on renal haemodynamics and fractional
sodium excretion

Animals were anaesthetized with pentobarbital sodium
and placed on a controlled heating pad to maintain
body temperature at 37 °C. Animals underwent trache-
otomy and insertion of a tracheal cannula. Thereafter,
catheters were placed into the right carotid artery for
arterial pressure recording, into the right jugular vein
for infusion of isotonic saline containing 1% bovine
serum albumin and 8.25 mg mL™! inulin (Sigma, Deis-
enhofen, Germany) and into the left femoral vein for
administration of supplemental anaesthetics. Intrave-
nous infusion was started immediately after catheter
insertion at a rate of 1 mL per 100 g body weight per
hour that was maintained throughout the experiment.
Animals were paralysed with pancuronium bromide
(1 mg kg™") and artificially ventilated according to
ventilation standards for small laboratory animals.
Thereafter, the abdomen was opened via a midline
incision and PE10 catheters were inserted into both
ureters. The left kidney was carefully mobilized and
placed into a plastic kidney holder. The kidney was
covered and kept moist with pre-warmed isotonic
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saline. An ultrasound transit time flow probe (1RB;
Transonic Systems, Ithaca, NY, USA) was placed
around the left renal artery and proper acoustic
coupling was achieved with ultrasonic gel. Care was
taken to prevent damage to the renal nerves. With the
aid of a stereotactic apparatus, a Laser-Doppler probe
(type 418-2; Perimed, Jirfilla, Sweden) and a 29-gauge
cannula were advanced into the renal tissue 3.5 mm
below the ventral surface of the left kidney to allow for
simultaneous recording of blood flow from the inner
stripe of the outer medulla and drug infusion into the
inner stripe of the outer medulla. Laser-Doppler flow
probe and injection cannula were separated by 2.5 mm.
Proper placement of the probe and cannula was verified
after the experiment.

Gene expression

Total RNA was isolated with the acid guanidium
thiocyanate-phenol-chloroform procedure using the
TRIzol® Reagent (Invitrogen GmbH, Paisley, UK)
according to the instructions of the manufacturer.
RNA was dissolved in RNA storage buffer (Ambion,
Huntingdon, UK). To avoid contamination with geno-
mic DNA, total RNA was treated with DNAse (DNA-
free™; Ambion) and stored at —70 °C until further
processing. Concentration and purity of DNAse-treated
RNA were determined spectrophotometrically using
absorbance at 260 nm and the As¢g2350 ratio. To assess
the integrity of the prepared RNA agarose gel electro-
phoresis was performed.

Reverse transcription was performed with the high-
capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). For each RNA sample a 2-ug aliquot
was reverse transcribed into ¢cDNA with random
hexamer primers in a total volume of 100 uL according
to the manufacturer’s instructions. mRNA expression
levels for renin, pre-pro-ET-1, ET 4 and ETjy receptors as
well as ECE-1 were determined by TagMan real-time
PCR using f-actin as endogenous reference. Real-time
PCR amplification was performed with TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) using
1 uL of ¢cDNA as template and the 5700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). Design of
synthetic oligonucleotide primers and fluorescent
probes for each gene investigated was performed on
the basis of published sequences (Table 1). All oligonu-
cleotides were checked for specificity by comparison
with public databases.

PCRs were performed in triplicate. Quantification of
gene expression was performed with the standard curve
method. Standard curves (Cr plotted vs. log of concen-
tration) for target genes and for the endogenous
reference f-actin were generated from serially diluted
c¢DNA samples obtained from kidneys of untreated
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Table | Oligonucleotide sequences for primers and TagMan fluorescent probes

Probe (5’ 6FAM-3' TAMRA)

Gene Primer 1 (5°-3') Primer 2 (5’-3") X = TAMRA

Renin GCTCCTGGCAGATCACCAT CCTGGCTACAGTTCACAACGTA  ACTGGCACATCCTATATC-
TCGGGCCCXT p

Pre-pro-ET-1 TGGACATCATCTGGGTCAACA GCTTAGACCTAGAAGGGCTTCC  TCCCGAGCGCGTCGTCCC-
GTATGGAXT p

ET, receptor  GTTTCCTCCAGCCGAGACTG CACACCTTTCCTTCCCCTTAGA CGCCACCCTCGAACTCCA-
GCXTCA p

ETg receptor CAAAGACTGGTGGCTGTTCAGTT TCAAGGCAATCTGCATACCACTT CCATCACTGCGATCTTTTA-
CACCCXTAATGACC p

ECE-1 GCAGCCTACCGGGCGTA GCACCAGACCTGTGCGAA AACGGAGCTGAGCAGATA-
CTGCCCACX

p-actin ACCCACACTGTGCCCATCTA GCCACAGGATTCCATACCCA TTACGCGCTCCCTCATGCC-
ATCCXT

Sprague-Dawley rats. Expression levels are given rela-
tive to f-actin. f-Actin was chosen as endogenous
reference as it was less sensitive to the experimental
conditions than glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase (GAPDH), 18S rRNA, and porphobilinogen
deaminase (PBGD). In each experimental plate a
no-template-control was assessed in parallel to check
for any contamination disturbing PCR. Pilot experi-
ments were performed to check that quantitative
measurements were made only during the exponential
phase of extension (threshold for Ct determination at
0.05). It was also confirmed that no amplification
occurred when samples were not subjected to reverse
transcription, indicating the absence of genomic DNA
contamination after DNAse treatment.

Identity of the gene-specific PCR products was
confirmed by standard agarose gel electrophoresis and
ethidium bromide staining followed by sequencing of
reamplified purified PCR products (Invitek Gesellschaft
fiir Biotechnik & Biodesign mbH, Berlin, Germany) and
comparison with published sequences. Sequencing was
performed with the same oligonucleotide primers as
used for RT-PCR. For purification of PCR products the
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amer-
sham Biosciences, Freiburg, Germany) was used.

Chemical analyses

Frozen cortical, outer medullary and inner medullary
tissue specimens were weighed and pulverized. Cortices
and outer medullary tissue was homogenized at 4 °C in
15 vol. acetic acid (1 mol L™!) containing 10 ug mL™"
pepstatin A. Inner medullary tissue was homogenized in
50 vol. acetic acid (1 mol L™") containing 10 ug mL™"
pepstatin A. Thereafter, samples were heated to 100 °C
for 10 min to inactivate proteases and peptidases. Then,
samples were centrifuged for 10 min at 50 000 g and
4 °C. The supernatants were stored at —70 °C. Protein

content of the pellet and protein concentration of the
supernatant were determined with a commercially
available Bradford assay system (Roti-Quant, Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Germany).

Prior to measurements of immunoreactive endothelin,
supernatants were purified with RP-18 Sep-Pak
cartridges (Waters, Milford, MA, USA). Cartridges
were conditioned with 100% methanol and distilled
water (acidified to pH 3.5). Thereafter, the samples
were loaded onto the cartridges and washed with 5 mL
distilled water (pH 3.5) followed by 3 mL of 50%
methanol in 4% acetic acid (v/v). Elution was per-
formed with 3 mL 80% methanol in 4% acetic acid.
The solvent was removed by evaporation and 1 mL
assay buffer was added to reconstitute the samples.
Immunoreactive ET was determined with an enzyme
(Endothelin™%
Austria) according to the instructions of the manufac-

immunoassay Biomedica, Vienna,
turer. The assay has 100% cross-reactivity for ET-1 and
ET-2. Cross-reactivity with ET-3 and with big endo-
thelin is 5% and 1% respectively.

Urine and faeces were collected separately. Faeces
were dried, minced and dissolved in 2 mL nitric acid
(2 mol L™!). Samples were stored at room temperature
for 24 h. Thereafter, 100 uL of hydrogen peroxide were
added to yield a clear solution. After centrifugation, the
supernatant was neutralized with KOH (3 mol L™).
Urinary and faecal sodium concentrations were mea-
sured with an ion selective electrode (AVL ISE Analy-
sator; AVL List, Graz, Austria).

Immunohistochemistry

Four animals were placed on either 0.15% or 1.80%
NaCl for 1 week. Kidneys were removed under deep
ether anaesthesia and immersion fixed in 4% formal-
dehyde. From each tissue sample, 4 um paraffin sections
were prepared, and immunohistochemical staining was
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performed using the avidin-biotinylated enzyme com-
plex method (ChemMate™ Detection Kit Peroxidase/
DAB Rabbit/Mouse; DakoCytomation, Hamburg,
Germany). ETa and ETp receptors were detected with
polyclonal antibodies (Alomone Labs, Jerusalem, Israel;
dilution 1 : 100 and 1 : 500 respectively). Sections were
counterstained with haematoxylin and cover-slipped.
To control for unspecific binding of the secondary
antibody, slices were also incubated with Dako
REAL™ Antibody diluent (DakoCytomation) without
primary antibody.

Experimental protocols

Experiment 1. Forty-eight animals were implanted with
a radiotelemetric device when they were 9 weeks old.
After surgery, animals were placed into metabolism
cages and fed a standard rat chow containing 0.60%
NaCl. They were allowed to adapt to the experimental
conditions and to regain weight after surgery for 5 days.
Then, the animals were randomized to six treatment
groups (17 = 8 per group). Beginning on day O of the
experiment, groups 2, 4 and 6 were treated with
losartan. Three days later, animals were either fed a
0.15% NaCl diet (groups 1 and 2), remained on 0.60%
NaCl (groups 3 and 4) or were fed a 1.80% NaCl diet
(groups § and 6). After 7 days on the respective diets,
the experiments were terminated. In an additional
experiment, 10 animals per group were monitored on
0.05% and 1.80% NaCl with telemetric arterial
pressure recordings performed only in three animals

per group.

Experiment 2. The experiment was conducted in 10
animals in a randomized crossover design to prevent
order effects of treatments. At the age of 9 weeks,
animals were implanted with radiotelemetric devices
and allowed to recover for 6-7 days. Thereafter,
animals were placed into metabolism cages and ran-
domized to either 0.15% or 1.80% NaCl. After a 3-day
adaptation period, arterial pressure and daily renal
sodium balance were measured for 7 days. Then, the
ET receptor antagonist LU 135252 was added to the
food and recordings were continued for another 7 days.
Thereafter, animals were taken out of the metabolism
cages and placed into normal cages for 1 week with
standard pellet diet (0.60% NaCl) for drug washout.
For the second part of the experiment, animals were
placed into metabolism cages again and fed either a
0.15% or a 1.80% NaCl diet depending on the first part
of the experiment. By the end, each animal was exposed
to either diet without and with ET receptor blockade.

Experiment 3. Ten-week-old animals were fed a 0.15%
or a 1.80% NaCl diet for 1 week. Thereafter, the
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animals (350-380 g) were anaesthetized, artificially
ventilated and instrumented for recordings of arterial
pressure, renal haemodynamics and sodium excretion.
After completion of surgery, 1% BSA in isotonic saline
was infused into the inner stripe of the outer renal
medulla at 3 yL min™'. After an equilibration period
of 45 min, a 30-min baseline recording was started.
Towards the end of this period, 700 uL blood were
taken for measurements of baseline fractional sodium
excretion (FENa). Blood samples were replaced by
isotonic saline containing 1% BSA. Thereafter, the
animals underwent a 40-min experimental period
consisting of another 10 min baseline recordings
followed by intrarenal infusion of either the ETj
receptor blocker BQ123 or the ETg receptor blocker
BQ788 (both from Bachem Distribution Services, Weil
am Rhein, Germany) at 1, 3 and 6 nmol min™" for
10 min each. Blockers were dissolved in isotonic saline
containing 1% BSA to prevent adhesion of the peptides
to the catheter. Intrarenal infusion rates were 3 uL min™!
(1 nmol min™%, 3 nmol min™!) and 6 uL min™" (6 nmol
min~") respectively. Fractional sodium excretion was
measured for the entire period of ET receptor blocker
administration. At the end of the experiment, animals
were killed with an overdose of pentobarbital. To
validate the potency of intrarenal ET 4 receptor blockade
and to take into account, dilution within the tissue, we
administered the ET 4 blocker solution to isolated intra-
renal arteries in a small vessel wire myograph as
described previously (Grisk et al. 2005). The final
BQ123 concentration (107> mol L™!) in the organ bath
was 100-fold less than the solution administered intrar-
enally. It completely blocked rat renal interlobar artery
constriction in response to ET-1 up to 107 mol L™
This ET-1 concentration causes almost maximum inter-
lobar artery constriction when given without antagonist
(Grisk et al. 2005). Furthermore, administration of
both antagonists at similar doses as used in the present
study into the renal artery potently blocked renal
haemodynamic responses to pharmacological doses of
endothelin peptides (Just et al. 2004).

Statistics

Data were analysed by two-way analysis of variance or
by two-way analysis of variance for repeated measure-
ments using SIGMA STAT 3.0 (SPSS Corporation,
Chicago, IL, USA) followed by Student—-Newman-Keuls
test for multiple pair-wise comparisons. Data in text,
tables and figures are given as mean values + SEM.
Significance was accepted when P < 0.05. Data on renal
mRNA expression and endothelin peptide concentra-
tions were only compared for corresponding kidney
regions between groups.

Journal compilation © 2007 Scandinavian Physiological Society, doi: 10.1111/.1748-1716.2007.01751.x 433





Endothelin and NaCl - F Klinger et al.

Acta Physiol 2008, 192, 429-442

Table 2 Sodium balance and renal cortical renin mRNA expression in experiment 1 (z = 8 per group)

Without losartan

Losartan, 30 mg day™" kg™

Diet 0.15% NaCl 0.60% NaCl 1.80% NaCl 0.15% NaCl 0.60% NaCl 1.80% NaCl
7-day cumulative 1.15 £ 0.05  2.00 + 0.73%  4.95 + 0.46"F  -0.35 + 0.08* 0.96 £ 0.50* 3.14 £ 0.23+0
renal Na*-balance,
mmol per100 g BW
7-day intestinal 0.87 £0.07 0.50+0.33 0.51 £0.13 0.26 + 0.03* 0.18 £ 0.03* 0.29 £ 0.03*
Na* excretion,
mmol per 100 g BW
Renal cortical renin 2.28 +£0.20 1.85 £ 0.33 1.49 + 0.11 15.69 + 1.79*  14.77 £ 4.13* 13.74 + 1.61*

mRNA/fS-actin mRNA

*P < 0.05 vs. without losartan.
P < 0.05 vs. 0.60% NaCl.
P < 0.05 vs. 0.15% NaCl.

Results

Experiment |

Between days 0 and 10 of the experimental protocol all
groups showed similar weight gain of about 20-25 g.
Different sodium intakes were accompanied by the
expected differences in 7-day cumulative renal sodium
balances but did not affect intestinal sodium excretion
(Table 2). Losartan treatment significantly reduced
cumulative renal sodium balances in rats on all NaCl
diets forcing animals on 0.15% NaCl into a negative
renal sodium balance (P < 0.001). Furthermore, losar-
tan treatment significantly decreased intestinal sodium
excretion (P < 0.05) and increased renal cortical renin
mRNA abundance (P < 0.05) (Table 2). Different NaCl
intakes did not affect mean arterial pressure or heart
rate (Fig. 1). Losartan treatment decreased mean arte-
rial pressure to similar extents in all diet groups but did
not affect heart rate.

With the exception of a higher ET receptor mRNA
expression in rats on 0.15% compared with animals on
0.60% NaCl, renal cortical gene expression levels of the
endothelin system components investigated did not
significantly differ between the diet groups (Fig. 2). In
contrast, all three endothelin system components
showed significant responses on the mRNA level to
variations in dietary NaCl in the renal medulla.
Medullary pre-pro-ET-1 mRNA expression was signif-
icantly less in animals on 1.80% NaCl diet than in
animals on 0.60% and 0.15% NaCl respectively
(Fig. 2a). Medullary ET, receptor mRNA expression
was inversely related to dietary NaCl intake (Fig. 2b).
Linear regression analysis with average daily NaCl
intake as independent and medullary ET, mRNA
expression as dependent variable revealed an r-value
of —0.79 (P < 0.001). A similar but less pronounced

inverse relationship between NaCl intake and gene
expression was observed for the medullary ETy recep-
tor. Medullary ETg receptor mRNA contents were
significantly higher in animals on 0.15% NaCl intake
than in animals on 1.80% NaCl (Fig. 2¢). Losartan
attenuated the expression differences between different
diets (Fig. 2). Only the expression differences for med-
ullary pre-pro-ET-1 mRNA between 0.60% vs. 1.80%
NaCl and for medullary ET, receptor mRNA between
0.15%, 0.60% vs. 1.80% NaCl were statistically
significant.

The effects of NaCl intake on renal medullary pre-
pro-ET-1 mRNA abundance were accompanied by
similar differences on the peptide level, i.e. medullary
immunoreactive ET contents were significantly higher
on 0.15% NaCl. This difference was attenuated under
AT, receptor blockade (Fig. 3). There was also an
increase in immunoreactive ET content with 0.15%
NaCl intake in the renal cortex in the losartan-treated
groups but not in the untreated groups.

Immunohistochemistry showed intense cortical stain-
ing for ET, receptors in the glomeruli and in the
collecting ducts with only faint if any staining in
proximal and distal tubules (Fig. 4). In the medulla
the most intense tubular ET, receptor staining was
observed in the collecting ducts while other tubular
structures showed only slight staining. In addition, there
was peritubular ET, receptor staining and staining of
capillaries. The most intense ETy receptor staining in
the cortex was observed in the glomeruli, distal tubuli
and collecting ducts (Fig. 5). In contrast to ET 4 receptor
staining there was a clear tubular staining in the renal
medulla for ETy receptors with the exception of the thin
loops of Henle and no peritubular staining. There were
no differences in the localization of ET, and ETj
receptor staining between rats on 0.15% and 1.80%
NaCl diet.

© 2007 The Authors
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Figure | Time course of heart rate (HR) (bpm)

and mean arterial pressure (MAP) in
control (circles) and losartan-treated ani-
mals (triangles) from day 0 to day 10 of
experiment 1 (n = 8 per group). Data are
presented as 12-h mean values. NaCl
intake had no statistically significant
effects on MAP. Losartan lowered MAP
to similar extends in rats on 0.15%,
0.60% and 1.80% NaCl, respectively,
compared with the animals without
losartan (P < 0.001).

To better localize NaCl intake-dependent differences
in gene expression, and to test if more serious sodium
restriction would lead to a greater difference in renal
medullary pre-pro-ET-1, ET 5 and ETj receptor mRNA
expression than in animals on 1.80% NaCl we
performed an additional experiment as described
above but placed animals in the low NaCl group on
0.05% NaCl. The renal medulla was dissected into the
inner stripe of the outer medulla and the inner
medulla. There were no significant differences in
arterial pressure and cortical gene expression between
animals on low and high NaCl diet (not shown). Again
there was higher medullary mRNA expression of both
pre-pro-ET-1 and ET, receptors in animals on 0.05%
NaCl that was confined to the outer medulla (Fig. 6).
Expression differences were less pronounced than in

© 2007 The Authors
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the first set of experiments where the inner stripe of
the outer medulla and the inner medulla were not
separated.

Experiment 2

Systemic ET, receptor blockade with LU 135252
reduced mean arterial pressure by 8-10 mmHg
(P < 0.01) regardless of the NaCl content of the diet
(Fig. 7a). The ET 4 receptor blocker did not significantly
affect renal sodium balances (Fig. 7b).

Experiment 3

Based on the findings that NaCl intake affected ETx
receptor mRNA expression more than ETg receptor
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Figure 2 (a) Renal cortical and medullary pre-pro-ET-1
mRNA contents in animals on 0.15%, 0.60% and

1.80% NaCl diet with and without losartan (7 = 8 per
group). (b) Renal cortical and medullary ET, receptor
mRNA contents in animals on 0.15%, 0.60% and 1.80%
NaCl diet with and without losartan. (c) Renal cortical and
medullary ETy receptor mRNA contents in animals on
0.15%, 0.60% and 1.80% NaCl diet with and without
losartan. Expression levels are given relative to f-actin
mRNA. Asterisks indicate significant differences between
individual groups.

mRNA expression and that expression differences
were most pronounced in the inner stripe of the outer
medulla, acute local administration of ET, and ETy
receptor blockers in conjunction with physiological
measurements was applied as an indicator system to
detect local differences in ET receptor-dependent
functions between animals on low and high NaCl
diet. In particular, we focused on the effects on
renal medullary blood flow and FENa. Intramedullary
administration of the ET, receptor antagonist BQ123
and of the ETp receptor antagonist BQ788 did
not significantly alter mean arterial pressure, total
renal blood flow, renal medullary blood flow or
FENa regardless of the NaCl content of the diet
(Fig. 8).
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Figure 3 Renal cortical (a) and medullary (b) endothelin
contents in animals on 0.15% NaCl (white bars) and on 1.80%
NaCl (black bars), respectively, without and with losartan

(n = 8 per group). Asterisks indicate significant differences
between groups.

Discussion

A network of neuroendocrine, paracrine and cellular
mechanisms is involved in the adaptation to variations
in NaCl intake. While the role of the endothelin
system and ETy receptor dysfunction for the develop-
ment of experimental NaCl-sensitive hypertension is
well established (Pollock et al. 2000, Alexander et al.
2001, Pollock & Pollock 2001, Taylor et al. 2003, Ge
et al. 2006), much less is known about the contribu-
tion of the renal endothelin system to physiological
adaptive mechanisms in response to variations in
dietary NaCl intake. We therefore investigated the
effects of low and high dietary NaCl intakes on the
renal expression of genes encoding specific compo-
nents of the endothelin system. Furthermore, we tested
if the effects of variations in dietary NaCl intake on

© 2007 The Authors
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Figure 4 Immunohistochemical staining
for ETy receptors (200x): cortical ET
receptor staining in animals on 0.15%
NaCl (a) and 1.80% NaCl (b) was
prominent in glomeruli collecting ducts
(*) and arterioles (arrow). Medullary ET 5
receptor staining in animals on 0.15%
NaCl (¢) and 1.80% NaCl (d) was
prominent in collecting duct epithelia (*),
and in the peritubular tissue including
capillaries (arrow).

Figure 5 Immunohistochemical staining
for ETy receptors (200x): cortical ETy
receptor staining in animals on 0.15%
NaCl (a) and 1.80% NaCl (b) was
prominent in glomeruli, distal tubules
(arrow) and collecting ducts (*). Medul-
lary ETy receptor staining in animals on
0.15% NaCl (c) and 1.80% NaCl (d) was
prominent in thick ascending loops of
Henle (arrow) and in collecting duct
epithelia (*). Staining was absent in peri-
tubular tissue and in thin loops of Henle.

endothelin system gene expression were blunted by
AT, receptor blockade. In addition, we investigated
the contribution of the endogenous endothelin system
to the maintenance of arterial pressure as well as to
the regulation of renal haemodynamics and sodium
excretion.

Our main findings can be summarized as follows: (1)
low dietary NaCl intake was associated with higher
renal medullary pre-pro-ET-1, ET, and (less pro-
nounced) ETy receptor mRNA expression as well as
immunoreactive ET content. (2) Renal ET, and ETy
receptor localization did not differ between rats on
0.15% and 1.80% NaCl diet. (3) AT, receptor block-
ade with losartan blunted the NaCl-dependent effects
on renal medullary endothelin system gene expression

© 2007 The Authors
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and on medullary immunoreactive ET-1 content. (4)
Chronic systemic ET, receptor blockade with LU
135252 lowered mean arterial pressure to similar
extents regardless of the NaCl content of the diet and
had no effect on renal sodium balances. (5) Acute local
intramedullary administrations of the ETa receptor
antagonist BQ123 or the ETy receptor antagonist
BQ788 did not significantly alter total or medullary
renal blood flow or FENa.

Studies investigating the effects of moderate varia-
tions in dietary NaCl intake on the local renal
endothelin system are sparse. The present finding that
low NaCl intake was associated with higher medullary
pre-pro-ET-1 mRNA abundance and medullary ET-1
content appears to be at variance with two studies
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Figure 6 Renal outer medullary (a) and inner medullary (b)
mRNA expression of pre-pro-ET-1, ET, and ETjy receptors in
animals on 0.05% and 1.80% NaCl (n = 10 per group).
Expression levels are given relative to ff-actin mRNA. Asterisks
indicate significant differences between groups.

(Feron et al. 1995, Firth et al. 1995) that failed to
demonstrate an effect of dietary NaCl intake on renal
pre-pro-ET-1 mRNA abundance. The discrepancy may
be explained by the fact that the two previous studies
(Feron et al. 1995, Firth et al. 1995) used whole kidney
homogenates rather than sectioned renal tissue prepa-
rations. It is conceivable that true increases in medullary
pre-pro-ET-1 mRNA abundance may not be detectable
in whole kidney preparations.

Exogenous angiotensin II has been shown to increase
renal cortical and medullary pre-pro-ET-1 mRNA
abundance (Alexander et al. 2001). As low NaCl intake
stimulates the renin-angiotensin system, we tested if
gene expression of endothelin system components on
low dietary NaCl intake depends on angiotensin II. If
so, expression differences should be blunted by AT,
receptor blockade. Our data show that losartan atten-
uated the effects of low dietary NaCl intake on
medullary pre-pro-ET-1 and ETs receptor mRNA
abundances as well as on medullary immunoreactive
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Figure 7 Effects of chronic systemic ET, receptor blockade
on mean arterial pressure (MAP) and on renal sodium bal-
ance in 10 animals fed a 0.15% NaCl diet (white symbols)
and a 1.80% NaCl diet (black symbols) in a randomized
crossover design. (a) Radiotelemetric data on 12 h MAP
during baseline conditions and in response to systemic ETy
receptor blockade. Asterisk indicates significant difference
from respective baseline values. (b) Twenty-four hour renal
sodium balance.

ET-1 content. Together these data suggest that the
effects of low dietary NaCl intake on renal medullary
pre-pro-ET-1 mRNA and ET4 receptor mRNA abun-
dance are largely mediated through stimulation of AT,
receptors by angiotensin II.

Recently, it has been shown that high osmolality
increased ET-1 release from primary cultures of thick
ascending limb epithelia obtained from the inner stripe
of the outer medulla (Herrera & Garvin 2005).
Furthermore, high medullary osmolality increased renal
endothelin excretion in anaesthetized rats (Boesen &
Pollock 2007). High renal medullary osmolality may
occur when animals are forced to a high sodium intake
by administration of 1% NaCl in the drinking fluid
(Herrera & Garvin 2005). When variations in NaCl
intake are achieved by differential dietary NaCl con-
tents combined with ad libitum water intake as in the
present study increases in renal medullary osmolality
may rather occur with low NaCl intake due to
decreased distal tubular flow and reduced medullary

© 2007 The Authors
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respectively. (a) Acute renal medullary ET, receptor blockade did not significantly affect renal haemodynamics and FENa* (n = 7
per group). (b) Acute renal medullary ETy receptor blockade did not significantly affect renal haemodynamics and FENa* (n = 5 per

group).

blood flow (Gross et al. 1998, Winaver et al. 2000).
Thus, in addition to AT; receptor-dependent mecha-
nisms increased medullary osmolality may have con-
tributed to high ET, receptor and pre-pro-ET1 mRNA
expression on low NaCl diet. Furthermore, more
efficient medullary counter current concentrating mech-
anisms may have contributed to elevated medullary
ET-1 concentration (Pallone et al. 2003) in addition to
increased synthesis on low NaCl intake. A limitation of
the present study is that no measurements of urinary
ET-1 excretion have been performed which might have
provided additional information on the activity of renal
ET-1 generation (Klein et al. 1995, Sasser et al. 2002).

To test if the contribution of ET, receptors to renal
sodium retention and maintenance of arterial pressure is
greater when rats are on a low NaCl diet rather than on
a high NaCl diet chronic experiments on renal sodium

© 2007 The Authors

balance and arterial pressure were performed with an
ET, blocker. Arterial pressure did not differentially
respond to ETy receptor blockade when rats were fed
either 0.15% or 1.80% NaCl. Renal sodium balance
remained unaffected by systemic ET receptor blockade
during exposure to either diet suggesting that ETx
receptors may not be critically involved in maintaining
renal sodium balance and arterial pressure when rats are
on a low NaCl intake. Alternatively, differential effects
of chronic ET, receptor blockade on sodium homeo-
stasis and arterial pressure could have been compen-
sated by other neural and hormonal mechanisms under
these experimental conditions.

To overcome limitations of chronic systemic ETx
receptor blockade at least in part and to test for an
altered balance between renal medullary ET, and ETg
receptor function in animals on 0.15% and 1.80%
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NaCl diet, we investigated the effects of acute intrame-
dullary ET, or ETy receptor blockade on renal haemo-
dynamics and sodium excretion. These interventions did
not significantly affect renal haemodynamics, especially
renal medullary blood flow and FENa in rats on either
diet. Corresponding to the present results, intramedul-
lary administration of the ETg blocker A192621 did not
affect renal blood flow while renal sodium excretion
slightly decreased over time in a recently published
experiment (that lacked time controls) (Guo & Yang
2006). Our data suggest that the observed differences in
pre-pro-ET-1 and ET, receptor gene expression
between rats on low and high dietary NaCl intake do
not directly contribute to alterations in arterial pressure
and body fluid regulating mechanisms that act with
short-term (min) or intermediate (days) latency.

Besides causing alterations in renal function, long-
term variations in dietary NaCl intake may cause
structural renal adaptations, such as cellular growth
and proliferation (McCormick et al. 1989). It is con-
ceivable that the renal endothelin system contributes to
these effects. There is ample evidence that the endo-
thelin system participates in the regulation of cellular
growth and proliferation (Chen-Hsien et al. 2006). It
has been shown that ETy receptor-dependent mecha-
nisms promote epithelial cell growth and proliferation
in rat kidneys (Ong et al. 1995, Hocher et al. 2003).
Renal receptor binding of the ET, receptor antagonist
BQ123 is reduced to less than half between postnatal
days 1-30 in rats (Abadie et al. 1996) suggesting that
ET 4 receptors also play a role in renal development and
structural adaptations to environmental changes. Thus,
our findings of increased pre-pro-ET-1 mRNA and ET
receptor mRNA expression in the renal medulla of rats
on low NaCl intake may reflect the involvement of the
local renal endothelin system in structural adaptations
of the kidney to variations in dietary NaCl intake. This
type of endothelin actions may not become apparent in
experiments on haemodynamics and renal sodium
excretion of short and intermediate duration using
endothelin receptor blockers as presented here. Our
immunohistochemical data on ET receptor localization
are in agreement with other reports on endothelin
receptor localization (Dean et al. 1994, Yukimura et al.
1996, Yamamoto et al. 2002) and nephron segment-
specific mRNA expression (Terada et al. 1992) in rat
kidneys. They did not reveal differences in both ET,
and ETjy receptor localization between kidneys of rats
on low and high NaCl intake.

In conclusion, our data show that the rat renal
medullary but not the cortical endothelin system is
responsive to moderate alterations in NaCl intake at
the transcript and the peptide level. Expression of pre-
pro-ET-1 and ET, receptor mRNA is higher on low
than on high NaCl intake suggesting increased synthe-

Acta Physiol 2008, 192, 429-442

sis of ET-1 and ET, receptors that is mediated at least
in part by angiotensin II via AT, receptors. These
expression differences are not associated with
increased sensitivity of renal sodium balance to ETx
receptor blockade over time periods of short or

intermediate duration.
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