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1 Einleitung

1.1 Hintergrund
Nach wie vor sind die Mechanismen der Sympathikusaktivierung und erhöhter Neuro-
transmitterspiegel nach chronischen Nierenerkrankungen unvollständig verstanden. Es
ist aber wichtig, ein genaueres Verständnis über diese Pathomechanismen zu gewinnen,
um sich über Wirkmechanismus und Stellenwert sympatholytischer Medikamente
in der Behandlung von Hypertonien und chronischen Nierenerkrankungen klar zu
werden.

Es ist bekannt, dass Sympathatikusüberaktivität bei chronischer Niereninsuffizienz
(CNI) mit einer erhöhten kardiovaskulären Morbidität und mit einer gesteigerten
Mortalität einhergeht. Dabei steht der Symphatikotonus eng mit der Plasmakon-
zentration von Noradrenalin (NA) in Korrelation [1–5]. In Tiermodellen und bei
Patienten mit chronischen Nierenleiden konnte gezeigt werden, dass die geschädigte
Niere Ausgangsort für erhöhte Sympathikusaktivität ist, die wiederum wesentlich
zur Entwicklung einer Hypertonie und Progression der Niereninsuffizienz beiträgt.
Durchtrennung der sensorischen Afferenzen durch dorsale Rhizotomie bei subtotal
nephrektomierten Ratten verhinderte [6] und Entfernung einer erkrankten Niere senk-
te einen erhöhten Sympathikotonus einhergehend mit Blutdruckanstieg und einem
erhöhten NA-Umsatz im Hypothalamus und Locus coeruleus [7, 8]. Zusätzlich konnte
an einem Modell der chronischen Niereninsuffizienz histomorphologisch sowie funktio-
nell gezeigt werden, dass das Sympatholytikum Moxonidin zu einer Verzögerung der
renalen Progression führt. In einer nicht blutdruckwirksamen Dosis senkt das Sympa-
tholytikum die Albuminurie chronisch nierenkranker Ratten, hemmt die Entwicklung
der Glomerulosklerose und beeinflusst die renale Genexpression [9]. Moxonidin führt
über Stimulierung der als I1-Rezeptoren bezeichneten Strukturen im Stammhirn zu
einer generellen Hemmung des Sympathikotonus, was eine Senkung der Noradrenalin-
und Adrenalinplasmaspiegel sowie der Plasma-Renin-Aktivität zur Folge hat.
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1.2 α2-Adrenozeptor als Teil des sympatho-adrenergen Systems

Über die Rolle der sympathischen Neurotransmitter bei der Progression der Nieren-
insuffizienz ist wenig bekannt. Neben einer Erhöhung des renovaskulären Widerstandes
[10, 11] ließen sich direkte Effekte der Katecholamine und Kotransmitter auf die Po-
dozytenfunktion sowie renovaskuläre und mitogene Effekte nachweisen [12–15]. Durch
Fortschritte in der Molekulargenetik der Maus ist es nun möglich, nach Knockout
von Rezeptoren des adrenergen Systems gezielt die Aktivität des Sympathikus zu
beeinflussen. Es wurde eine α2A-Adrenozeptor-Knockout (KO) Maus generiert [16],
die es ermöglicht, eine durch α2A-Knockout einhergehende erhöhte Neurotransmissi-
on und daraus resultierende Sympathikusüberaktivität auf die vorgeschädigte Niere
zu untersuchen. Die gesteigerte Neurotransmission lässt sich auf eine aufgehobe-
ne α2-Autoinhibition der Noradrenalinfreisetzung und seiner Kotransmitter an der
präsynaptischen Nervenendigung zurückführen.

1.2 α2-Adrenozeptor als Teil des sympatho-adrenergen Systems
Der α2-Adrenozeptor gehört neben den α1- und β1−3-Adrenozeptoren zu den Rezepto-
ren des sympathischen Nervensystems (SNS). Das sympathische Nervensystem bildet
zusammen mit seinem Antagonisten, dem Parasympathikus, das vegetative Nerven-
system und ist maßgeblich an der Regulation von Blutdruck und auch Nierenfunktion
beteiligt. Adrenozeptoren (AR) vermitteln einen durch die Katecholamine Noradrena-
lin (NA) und Adrenalin (A) hervorgerufenen Effekt. Die Wirkung erfolgt bei allen
AR über G-Proteine. Bis jetzt konnten über 800 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(G-protein-coupled receptors, GPCR) im menschlichen Genom und in vielen anderen
Spezies identifiziert werden [17]. Die über die verschiedenen AR vermittelten Effekte
und auch die Empfindlichkeit der AR für NA und A unterscheiden sich von Rezeptor
zu Rezeptor. Über den α1-AR erfolgen hauptsächlich Vaso- und Bronchokonstriktion,
über α2-AR zentral die Senkung des Sympathikotonus und peripher die Autoinhibi-
tion der Noradrenalinfreisetzung. Der β1-AR ist überwiegend verantwortlich für die
Regulation von Herzantrieb und für Reninfreisetzung in der Niere, der β2-AR für die
Vaso- und Bronchodilatation und der β3-AR für die Lipolyse im braunen Fettgewebe.
Während A auf alle AR wirkt, hat NA wenig Wirkung auf β2-AR und starke Wirkung
vor allem auf die beiden α-AR [18, 19].

Es existieren drei α2-Subtypen (α2A, α2B, α2C), deren Lokalisation und Funktion
unterschiedlich sind [18, 20]. Dabei ist der α2A-Subtyp hauptverantwortlich für die
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1.3 α2A-Adrenozeptor Knockout als Modell der Sympathatikusüberaktivität

präsynaptische Autoinhibition der Noradrenalinfreisetzung aus der sympathischen
Nervenendigung [21]. Die Rezeptorsubtypen sind sich bei Mensch und Maus qualitativ
sehr ähnlich. Der orthologe α2A-Subtyp in der Maus wird auch als α2D- oder α2A/D-
Subtyp bezeichnet; im Folgenden wird die Gattungsbezeichnung α2A-Adrenozeptor
durchgängig benutzt.

Eine Aktivierung des SNS führt über eine efferent gesteigerte Sympathikusaktivität
zu einem Anstieg der Herzfrequenz und Myozytenkontraktilität am Herzen sowie zu
einer Vasokonstriktion der Widerstandsgefäße. An der Niere wird vermehrt Natrium
reteniert und über die Renin-Ausschüttung das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
(RAAS) konsekutiv aktiviert. Das Renin-Angiotensin-System bzw. Angiotensin II
hat selbst auch wiederum Einfluss auf das sympathische Nervensystem. Es bestehen
verschiedene Möglichkeiten der Interaktion zwischen beiden Systemen, insbesondere
wenn beide aktiviert sind, wie im Rahmen chronischer Herz- oder Nierenerkrankungen
[22, 23]. Dabei kommen im ZNS lokalisierte wie auch peripher gelegene prä- bzw.
postsynaptische Schnittpunkte in Frage (Abbildung 1.1) [24].

Auch die kürzlich entdeckte Renalase, die offensichtlich Katecholamine metabolisiert,
beeinflusst möglicherweise das SNS und ist somit an der Blutdruckregulation beteiligt
[25].

1.3 α2A-Adrenozeptor Knockout als Modell der
Sympathatikusüberaktivität

Durch Deletion des α2A-Adrenozeptors wird die präsynaptische Autoinhibition von
Noradrenalin außer Kraft gesetzt. Die zirkulierende NA-Konzentration ist in dem
α2A-Subtyp gegenüber dem Wildtyp aufgrund der fehlenden Autoinhibition signifikant
erhöht [21, 26], was auf eine erhöhte Sympathikusaktivität schließen lässt.

Vonend und Mitarbeiter stellten mit dem Modell der isoliert perfundierten Mausniere
an Mäusen vom C57/Bl6-Stamm bereits heraus, dass der α2A-Subtyp auch in der Niere
hauptverantwortlich für die präsynaptische Modulation von Noradrenalin ist (Abbil-
dung 1.1). So war die Neurotransmitterausschüttung nach renaler Nervenstimulation
(RNS) in Nieren der Knockout-Maus aufgrund fehlender Autoinhibition signifikant
gesteigert [27]. In gleichen Untersuchungen wurde deutlich, dass der α2A-AR nicht
nur als Autorezeptor die Freisetzung von NA reguliert, sondern als Heterorezeptor
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1.3 α2A-Adrenozeptor Knockout als Modell der Sympathatikusüberaktivität

auch die des Kotransmitters Adenosintriphopsphat (ATP).
Die Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass eine durch den α2A-AR-Knockout

gesteigerte NA- und ATP-Freisetzung zu einer verstärkten Vasokonstriktion führt und
glomerulosklerotische Umbauprozesse fördert.

präsynaptisch

postsynaptisch

α

AT1

NA (ATP)

NA

+

α

-

Ang II

Abbildung 1.1: Überblick sympathische Nervendigung

Neben der präsynaptischen Mehrausschüttung von NA war auch der aus dem hohen
NA-Angebot resultierende postsynaptische Effekt, nämlich die Vasokonstriktion, signi-
fikant höher in der Knockout-Maus [27]. Allerdings konnte der Effekt erhöhter renaler
Neurotransmitterspiegel auf die chronische Nierenerkrankung zu diesem Zeitpunkt
nur unzureichend untersucht werden. Mäuse vom C57/Bl6-Stamm entwickeln nach
subtotaler Nephrektomie zwar einen Hypertonus und auch eine glomeruläre Hypertro-
phie, zeigen sich aber bei der Entwicklung einer Glomerulosklerose äußerst resistent
[28]. Deswegen ist für die praktische Durchführbarkeit von Relevanz, den Knock-Out
(bzw. -In: Neomycin-Kassette) in einem sensiblen Mausstamm zu platzieren. Dafür
wurde der α2A-Adrenozeptor-Knockout des C57/Bl6-Stammes auf den Hintergrund
des sensiblen FVB-Stammes gekreuzt und mit Vorversuchen demonstriert (Daten
nicht gezeigt), dass die Kreuzung der C57/Bl6-Maus auf den FVB-Stamm in der
6.Generation eine ähnlich ausgeprägte Mikroalbuminurie entwickelt, die auf glomeru-
losklerotische Veränderungen schließen lässt. Von dem reinen FVB-Stamm war bereits
bekannt, dass er, anders als die C57/Bl6 Maus, diese Eigenschaft besitzt [29].
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2 Methoden

2.1 Versuchstiere
Als Versuchstiere wurden die Männchen der α2A-Adrenozeptor-Knockout FVB-Maus
und als Vergleichsgruppe der entsprechende FVB-Wildtyp (WT) verwendet. Die
Knockout-Tiere stammten aus einer Kreuzung des α2A-Adrenozeptor-Knockout C57/Bl6
Mausstammes auf den Hintergrund des FVB-Stammes (Labormaus-Inzuchlinie von
Janvier, Le Genest Saint Isle, France). Die Tiere wurden in der zentralen Versuchs-
tierhaltung der medizinischen Fakultät der Ruhr-Universität-Bochum gehalten und
hatten freien Zugang zu Futter und Wasser.

2.2 Narkose
Die Vollnarkose der α2A-Adrenozeptor-Knockout FVB-Maus und des Wildtyps er-
folgte gewichtsadaptiert durch intraperitoneale Injektion mit 270 mg/kg Narcoren
(Pentobarbital; Merial, Rohrdorf). Im Rahmen der Inhalationsanästhesie wurden die
Versuchstiere in eine mit Isofluran (Baxter) befüllte Glasglocke gesetzt.

Als Indikator für eine ausreichende Narkosetiefe diente jeweils der Ausfall des „toe
pinch reflex“ (Flexorreflex). Hierbei wurden die Zehen eines Hinterbeins zwischen den
Fingernägeln fest gekniffen.

2.3 Subtotale Nephrektomie der Maus
Als in-vivo Experiment ermöglicht die subtotale (5/6) Nephrektomie (SNx) (Abbil-
dung 2.1) die Induktion einer chronischen Nierenerkrankung. Für diese Zwecke wird die
rechte Niere in toto, bei der linken Niere lediglich die obere und untere Polkappe der
Niere entfernt. Das Alter der Versuchstiere betrug am Operationstag zirka 60 Tage (d).
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2.3 Subtotale Nephrektomie der Maus

Abbildung 2.1: Modell der subtotalen Nephrektomie

Vor Operationsbeginn wurden nach ausreichender Narkosetiefe die Augen zum
Schutz mit Augensalbe (Polyspectran HC, Alcon) behandelt.

Die Schein-Operation (im Weiteren Sham) war bis auf die Organentnahme und
Entfernung der Nierenkapsel mit der subtotalen Nephrektomie identisch, welche im
Folgenden beschrieben wird:

Zuerst erfolgte die vollständige Nephrektomie der rechten Niere. Zu diesem Zweck
wurde die Maus auf die linke Seite gelegt und die Haut der rechten Flanke desinfiziert.
Der Flankenschnitt (Feine Schere, gerade, 11.5 cm, Martin) wurde entlang eines zuvor
gebildetem Scheitels parallel, ein fingerbreit unterhalb, zum Rippenbogen vorbereitet.
Nun wurde an dieser Stelle eine kleine Hautinzision gesetzt und ein zirka 1 cm großer
Schnitt entlang des Scheitels vorgenommen. Die Haut wurde von der Muskulatur
abgelöst und ein Schnitt durch die Muskulatur in Größe und Schnittführung dem
Hautschnitt entsprechend durchgeführt. Jetzt konnte die rechte Niere mit Hilfe von
Pinzetten (Martin) mobilisiert und die Nierenkapsel vorsichtig abpräperiert werden.
Eine Ligatur wurde um den Nierenhilus gelegt (Miralene, USP 4/0, metric 1.5, nicht-
resorbierbar, Braun) und mit drei Knoten zugezogen. Dies ermöglichte es, den Hilus
distal der Ligatur zu durchtrennen und die Niere zu entfernen. Anschließend wurden
Hilusstumpf und Knoten in den Bauch zurückgeschoben, die Bauchmuskulatur mit
einer U-Naht und die Haut mit 3-4 Einzelknopfnähten wieder verschlossen.

Die Freilegung der linken Niere erfolgte analog zur rechten Niere. Jedoch wurde
hier keine Ligatur um den Hilus, sondern jeweils eine Schlinge um den oberen und
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2.4 Isoliert perfundierte Mausniere

unteren Pol der Niere gelegt und vorsichtig zugezogen. Das abgeschnürte Nierenge-
webe wurde mit einer gebogenen Strabismus-Federschere (gebogen, 11.5 cm, Martin)
abgetrennt und die subtotal nephrektomierte Niere in den Bauchraum zurückgelagert.
Anschließend wurde die Flanke analog zur rechten Seite verschlossen.

Postoperativ wurden die Wunden desinfiziert, die Maus mit einem Knipser am
Ohr markiert, der Blutverlust durch Applikation von 1 ml NaCl im Nackenbereich
kompensiert und eine konstante Körpertemperatur durch Bestrahlung mit einer
Infrarot-Lampe gesichert.

2.4 Isoliert perfundierte Mausniere
Das Modell der isoliert perfundierten Mausniere (Abbildung 2.2) stellt ein in-vitro
Experiment dar. Es ermöglicht zum Einen das (1) Aufzeichnen von Druckantworten
der renalen Gefäße und zum Anderen das (2) Sammeln des Nierenperfundats, dessen
Gehalt an Noradrenalin anschließend chromatographisch bestimmt werden kann.

Abbildung 2.2: Modell der isoliert perfundierten Mausniere
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2.4 Isoliert perfundierte Mausniere

2.4.1 Präparation der Nieren

Sobald die Maus eine ausreichende Narkosetiefe erreicht hatte, wurde eine mediane
Laparoskopie durchgeführt, die Haut von der Muskulatur nach beiden Seiten zur
Wirbelsäule hin abpräpariert und die Bauchdecke an der Linea alba eröffnet. Nach zwei
Entlastungsschnitten durch die rechte und linke Bauchwand wurde der Bauchsitus
mit vier Mosquitoklemmen (Martin, gebogen, 12.5 cm) aufgespannt und fixiert. Mit
einem Tupfer wurden nun die Darmeingeweide der Maus zur linken Seite verschoben
und das Lig. phrenicocolicum mit einer Strabismus-Federschere (gerade, 11.5, Martin)
durchtrennt, so dass sich gute Sicht auf das Retroperitoneum ergab. Die nun folgenden
Operationsschritte erfolgten unter einem Olympus SD 30 Mikroskop. Am cranialen
Anteil der Bauchaorta kurz unterhalb des Zwerchfells wurde eine Ligatur (Seraflex
USP 5/0, EP1, nicht-resorbierbare Seide, Serag-Wiessner) zur späteren Umkehrung
des Kreislaufs vorbereitet. An Aorta und V. Cava inferior wurde weiter caudal kurz
vor der Aortenbifurkation eine gebogene Mosquitoklemme (Martin, gebogen, 12.5 cm),
knapp unterhalb des Abgangs der A. renalis sinister ein Mini-Gefässclip (nach Biemer,
9mm, Martin) angesetzt. An diesem Abschnitt war der Blustrom unterbrochen und
es bestand die Möglichkeit, nachdem die Aorta von der V. cava freipräperiert war,
den abdominalen Teil der Aorta cranial der Bifurkation nach einer Inzision mit einer
Strabismus-Federschere (gerade, 11.5 cm, Martin) mit einem Polyethylenschlauch
(Außen-Ø 0.61 mm, Innen-Ø 0.28 mm, neoLab, Heidelberg) zu kanülieren. Der Poly-
ethylenschlauch in der Aorta wurde mit einer Ligatur (Seide, 1 EP, Serag Wiessner)
befestigt. Über diesen arteriellen Zugang konnten die Nieren nun zur Ausschwemmung
des Blutes mit 37°C warmer (geheizt über einen Umwälzthermostaten DC10-P5/U,
Roth) und mit Carbogen (95% O2 und 5% CO2) gesättigter Krebs-Henseleit-Lösung
(6,895 g/l NaCl; 0,35 g/l KCl; 0,11 g/l MgSO4; 2,10 g/l NaHCO3; 0,14 g/l KH2PO4;
1,9997 g/l Glucose; 0,3727 g/l CaCl2; 0,0249 g/l EDTA; 0,012 g/l Ascorbinsäure; Merk,
Darmstadt) in situ perfundiert werden. Diese modifizierte Krebs-Henseleit-Lösung
passierte einen 0.45 μm Filter (Millex-AA, Millipore, F) bevor sie die Niere erreichte.
Die Perfusion wurde mit einer planetengetriebenen Pumpe (Abimed, Gilson, Minipuls
2, Langenfeld, BRD) mit einer Perfusionsrate von 7.25 ml/min/g Niere konstant
gehalten. Das Nierengewicht wurde über lineare Regression aus dem Verhältnis des
Körpergewichtes zum Nierengewicht bestimmt.

Der kurz unterhalb des Abgangs der A. renalis sinster gesetzte Mini-Gefäßclip wurde
nun entfernt, die zu Beginn um die Aorta, unterhalb des Zwerchfells und oberhalb
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2.4 Isoliert perfundierte Mausniere

des Abgangs de A. renalis dextra, gesezte Ligatur zugezogen und die linke V. renalis
eröffnet, um einen Abfluss zu schaffen. Die Maus wurde anschließend unter Eröffnung
beider Jugularvenen und Exartikulation im Occipitalgelenk mit Durchtrennung des
Rückenmarkes euthanasiert.

Weiteres Vorgehen bei scheinoperierten Mäusen: Mit anatomischen Pinzetten (fein,
gebogen, 10.5 cm, Martin) wurden die Nierenkapseln, ohne die Niere zu verletzen,
inzisiert und die Kapsel von der Niere getrennt. Nach Entfernung beider Nierenkapseln
wurden nun vorsichtig die Aorta und beide Arteriae renalis von Fettgewebe und den
Venen befreit, so dass alle Strukturen und Abgänge gut sichtbar waren. Auch das an
den Nierenbecken liegende Fett wurde entfernt und die Harnleiter nah an der Niere
abgetrennt. Wenn von den Nierenarterien noch weitere Gefäße abgingen, wurden
diese mit Seide legiert. Um eine Dichtigkeit der A. renalis gewährleisten zu können,
mussten oftmals die A. suprarenalis sowie die A. spermatica sinistra unterbunden
werden. Anschließend wurde nun die rechte Nierenarterie über die Aorta mit einem
Polyethylenschlauch (Außen-Ø 0.61 mm, Innen-Ø 0.28 mm) kanüliert und mit einer
Ligatur (Seide, 1 EP, Serag Wiessner) befestigt. Zuvor war eine Ligatur an der Aorta
zwischen den Abgängen der rechten und linken Nierenarterie gesetzt worden. Die rechte
Niere konnte nun durch vorsichtiges Heraustrennen unter Inzision des Restgewebes der
Nierenvenen aus dem Situs entnommen werden und an einer bipolaren Platinelektrode
so befestigt werden, dass sich ein Flüssigkeitsfilm zwischen Elektrode und Nierenhilus
bildete. Der Zufluss der modifizierten Krebs-Henseleit-Lösung wurde weiter über den
Polyethylenschlauch sichergestellt. Die Niere wurde anschließend in eine beheizte
Glaskammer (37°C) gehängt.

Die verbliebene linke Niere wurde im Folgenden über den caudalen Teil der Aorta
kanüliert, ebenfalls mit einer Ligatur an dem Polyethylenschlauch (Außen-Ø 0.61 mm,
Innen-Ø 0.28 mm) befestigt, vorsichtig herausgelöst und an der zweiten bipolaren
Platinelektrode angebracht und in der zweiten Glaskammer platziert. Beide um
die Nierenarterien platzierten Elektroden wurden zur elektrischen Reizung an einen
Stimulator (Typ 21512, HSE, Elektronics, March, BRD) angeschlossen.

Weiteres Vorgehen bei subtotal nephrektomierten Mäusen: Da bei einer FVB-Maus
nach subtotaler Nephrektomie lediglich die linke Niere zu entfernen war (siehe Abbil-
dung 2.1), unterschieden sich die Arbeitsschritte nach Euthanasierung der Maus von
denen der scheinoperierten Maus.
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2.5 Quantitative Bestimmung des Neurotransmitters Noradrenalin

Die rechte teilnephrektomierte entkaspelte Niere war als Folge der Operation stark
mit umliegenden Strukturen verwachsen und musste von diesen mit anatomischen
Pinzetten (fein, gebogen, 10.5 cm, Martin) vorsichtig gelöst werden, bevor sie aus
dem Organbett freigelegt werden konnte. Nach Setzen einer Ligatur kurz oberhalb des
Abgangs der A. renalis sinistra wurde die linke Niere, analog zum Prozedere bei der
scheinoperierten Maus, über die caudale Bauchaorta mit einem Polyethylenschlauch
(Außen-Ø 0.61 mm, Innen-Ø 0.28 mm) kanüliert und an einer von zwei bipolaren
Platinelektroden angebracht. Der Zufluss der modifizierten Krebs-Henseleit-Lösung
wurde auch hier weiter über den Polyethylenschlauch sichergestellt. Die Niere wurde
anschließend in eine beheizte Glaskammer (37°C) gehängt.

2.5 Quantitative Bestimmung des Neurotransmitters
Noradrenalin

Am Modell der isoliert perfundierten Mausniere wurde die NA-Freisetzung, die durch
eine renale nervale Stimulation oder durch die Zugabe von Antagonisten und Agonisten
induziert wurde, bestimmt. Zur Quantifizierung verwendet wurde die „High Pressure
Liquid Chromatography“ (HPLC).

2.5.1 Allgemeiner Versuchsablauf

Nach jeder Präparation wurde zunächst ein Nierenfunktionstest durchgeführt, um die
regelrechte Funktion der präparierten Niere zu testen. Dieser sah eine Probestimulation
mit 5 Hz (30 s, Pulsbreite 1 ms, 40 mA) und nach einer Pause von 15 min, in der sich die
Nieren stabilisieren konnten, die Gabe einer Bolusinjektion von 60 mM KCl über einen
Perfusor (Harvard Pump 11 Plus Dual Syringe) vor. Sobald die durch KCl ausgelöste
Maximalkontraktion erreicht war, wurde der Perfusor gestoppt. Anschließend wurde
15 min bis zur Stabilisierung des Systems gewartet.

Danach wurden Kokain (10 μM) und Kortikosteron (20 μM) als Reuptake-Hemmer
in die Perfusionslösung hinzu gegeben, um die neuronale und extraneuronale Wie-
deraufnahme von freigesetztem NA zu verhindern. Nach 20 min Einlaufzeit konnte
mit dem eigentlichen Versuch begonnen werden, dessen Ablauf ein jeweiliges Ver-
suchsprotokoll vorgab. Die Eluate in je dreiminütigen Fraktionen wurden in kleinen
Probenkontainern aufgefangen. Zu Beginn wurde bei jedem Experiment jeweils eine 3
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2.5 Quantitative Bestimmung des Neurotransmitters Noradrenalin

Minuten Fraktion als Recovery und die nachfolgende Fraktion als Leerwert gesammelt.

2.5.2 Versuchsprotokolle der Noradrenalinbestimmung

Neurotransmission nach renaler Nervenstimulation mit 1-15 Hz: Bei diesem
Versuch erfolgten nacheinander renale Nervenstimulationen (RNS) mit den Frequenzen
1, 2, 5, 7.5, 10 und 15 Hz (30 s, Pulsbreite 1 ms, 40 mA). Nach jeder Stimulation
wurden zwei Fraktionen à drei Minuten des Nierenperfundats gesammelt. Der nächsten
Stimulation ging eine Pause von 3 Minuten voraus. Die Messung erfolgte über das
Laboratorium Eberhard in Dortmund. Die Proben der 1 und 2 Hz Stimulationen muss-
ten aus organisatorischen Gründen verworfen werden. Die Ergebnisse der Messungen
wurden in pg/g Niere angegeben.

Neurotransmission nach renaler Nervenstimulation mit 5 Hz unter Einfluss
von Phentolamin: Die Versuchsdurchführung beinhaltete sechs renale Nervenstimu-
lationen (S0-S5) mit einer Frequenz von jeweils 5 Hz (30 s, Pulsbreite 1 ms, 40 mA).
Über einen Perfusor (Harvard Pump 11 Plus Dual Syringe) wurden die Stimulatio-
nen S1-S5 in aufsteigender Konzentration (0.01, 0.03, 0.1, 0.3 und 1 μM) mit dem
unselektiven α-Adrenozeptor-Antagonisten Phentolamin (-Hydrochlorid, Sigma) bei
einer konstanten Flußrate von 0.158 ml/min unterspült. Das Perfusionsintervall von
Phentolamin reichte von 5 min vor bis 1 min nach der renalen Nervenstimulation.
Das Nierenperfundat wurde auch hier wieder in 2 Fraktionen à drei Minuten nach
jeder RNS aufgefangen. Gemessen wurde der NA Ausscheidung mittels HPLC und
angegeben in pg/g Niere.

Neurotransmission nach renaler Nervenstimulation mit 5 Hz unter Ein-
fluss von Angiotensin II: Die experimentelle Versuchsdurchführung sah fünf renale
Nervenstimulationen (S0-S4) mit einer Frequenz von jeweils 5 Hz (30 s, 1 ms Pulsbrei-
te, 40 mA) vor. In aufsteigender Konzentration (11, 10, 9 und 8 -log mol/l) wurde
Angiotensin II (Sigma) über einen Perfusor (Harvard Pump 11 Plus Dual Syringe) mit
einer konstanten Flußrate von 0.158 ml/min appliziert. Das Perfusionsintervall von
Angiotensin II reichte von 5 min vor bis 1 min nach der renalen Nervenstimulation.

Neurotransmission nach renaler Nervenstimulation mit 5 Hz als Kontrolle:
Die Versuchsdurchführung entsprach den Versuchsprotokollen „Neurotransmission
nach renaler Nervenstimulation mit 5 Hz unter Einfluss von Phentolamin bzw. Angio-
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2.5 Quantitative Bestimmung des Neurotransmitters Noradrenalin

tensin II“. Nur fanden die renalen Nervenstimulationen (S0-S4 bzw. S0-S5) mit 5 Hz
jeweils ohne Applikation von Phentolamin oder Angiotensin II statt.

Bestimmung des Noradrenalin-Reuptakes: Das Nierenperfundat wurde nach
der einmaligen renalen Nervenstimulation mit 5 Hz (S0), die im Rahmen des Nie-
renfunktionstests durchgeführt wurde, in 2 Fraktionen à drei Minuten aufgefangen
(30 s, Pulsbreite 1 ms, 40 mA) und der Nierenfunktionstest, wie oben beschrieben,
fortgesetzt. Nach Stabilisierung des Systems wurden die Reutake-Hemmer Kokain
(10 μM) und Kortikosteron (20 μM) hinzugegeben. Nach einer Einlaufzeit von 20 min
sah die Versuchsdurchführung eine erneute renale Stimulation mit 5 Hz (S1) vor,
worauf das Nierenperfundat erneut in 2 Fraktionen à drei Minuten gesammelt wurde.
Der Noradrenalin-Reuptake errechnete sich aus S1/S0*100.

2.5.3 Probenaufbereitung

Um sowohl die Reinheit als auch die Effizienz der Probenaufbereitung überprüfen
zu können, wurden für jedes Experiment zusätzlich zu den gesammelten Fraktionen
je zwei Proben aufbereitet, die nur Krebs-Henseleit-Lösung (Prä-Wert), beziehungs-
weise die zweite Probe 1000 pg Noradrenalin-HCl (Recoveries) und 600 pg DHBA
(Chromsystems, DHBA, 12 pg/μl) als interner Standard enthielten. Zur Noradrenalin-
stabilisierung wurde jede Probe mit 125 μl HCl (1 M), 10 μl EDTA (0.067 M) und
2.5 μl Na2SO3 versetzt und nach dem Aufsammeln des Eluats mit einem Tris-Puffer
(1 M, pH 10) auf pH 8.4 eingestellt. Nach Zugabe von 50 mg Al2O3 wurden die Proben
zur quantitativen Adsorption des Noradrenalins 35 min lang umgeschüttelt. Nachdem
der Überstand abgesaugt wurde, konnte das an Al2O3 (Recipe, München) absorbierte
Noradrenalin mit 1 ml H2O in mit Mikrofiltern (Glasfaser, Whatman, Maidstone,
GB) vorbereitete Glasröhrchen überführt werden. Das Al2O3 wurde noch zweimal mit
jeweils 1 ml H2O gewaschen, welches nach weiteren Zentrifugierschritten verworfen
wurde. Das Noradrenalin wurde letztlich mit zunächst 150 μl und schließlich 100 μl
Perchlorsäure (0.1 M) desorbiert. Von diesen 250 μl wurde ein 125 μl Aliquot auf
eine HPLC-Säule computergesteuert injiziert und das darin enthaltene Noradrenalin
detektiert. Das HPLC-System bestand aus einer Pumpe (Waters 600 Controller),
einem automatischen Injektor (Waters 717 plus Autosampler), einem Detektor (Waters
460 Electrochemical Detector), einer Vorsäule (Waters Guard-Pack, ResloveTM C18),
und einer Säule (WiCom, Prontosil, 120-5- C18 AQ 5,0 μm). Die mobile Phase wurde
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2.5 Quantitative Bestimmung des Neurotransmitters Noradrenalin

vor jedem Probendurchlauf entgast, filtriert und anschließend mit einer Flussrate
von 1 ml/min durch das HPLC-System gepumpt. Sie enthielt NaH2PO4 (15 mM),
Citronensäure (30 mM), Na2EDTA (2 mM), (-)Natriumoctylsulfonat (2.77 mM) und
Methanol 12% (V/V). Der pH-Wert der mobilen Phase wurde mit NaOH (10 M)
auf pH 6.5 eingestellt. Der Noradrenalingehalt des Eluats wurde mit einem Detektor
(Waters 460 Electrochemical Detector) bei einem Arbeitspotential von 0.4 V bestimmt
(Abbildung 2.3).

Abbildung 2.3: Diese Abbildung zeigt den schematischen Aufbau einer HPLC. Das
Probeneluat wird aus speziellen Vorratsgefäßen über eine Pumpe mit der Flussge-
schwindigkeit von 1 ml/min zu einem Injektor gefördert, welcher 125 μl der Probe
über eine Trennsäule leitet. Die mit einem Detektor gemessene NA-Konzentration
wird dann mittels eines Schreibers dargestellt.

2.5.4 Auswertung der Noradrenalinfreisetzung

Die stimulationsinduzierte NA-Freisetzung in jeder Probe wurde anhand einer Norad-
renalineichgeraden (0-37.5-75-187.5-375-750 pg NA / 125 μl Perchlorsäure (HClO4)
und jeweils 600 pg DHBA / 125 μl Perchlorsäure), die für jeden Probendurchlauf neu
erstellt wurde, berechnet (und mit den Wiederfindungsraten (Recoveries) des entspre-
chenden Experiments korrigiert. Zudem wurde jede Probe auf den internen Standard
bezogen und somit Schwankungen, die innerhalb der Probenaufbereitung auftreten
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2.6 Bestimmung der renalen Druckantwort

können, ausgeglichen.) Letztendlich wurde die freigesetzte Menge von Noradrenalin
auf das Feuchtgewicht der jeweils untersuchten Niere bezogen und pro Stimulations-
phase in pg/g Niere angegeben. Anschließend wurde das Ergebnis noch verdoppelt,
da nur die Hälfte des bei der Probenaufbereitung gewonnenen Eluats gemessen wurde.
Es konnte auf Grund der unterschiedlich großen, tierindividuellen Freisetzung von
NA zu Schwankungen bei den Noradrenalinabsolutwerten kommen. Um die Werte
besser miteinander vergleichen zu können, wurden sie in manchen Versuchen auf eine
interne Kontrolle bezogen. S0 diente in diesen Fällen deshalb als Kontrollstimulation,
auf die die stimulationsinduzierte Noradrenalinfreisetzung in Prozent bezogen wurde
(Sn/S0*100). Auf diese Weise konnten auch substanzabhängige Dosiswirkungskurven
(DWK) für die NA Freisetzung nach Stimulation oder Wirkstoffbeigabe ermittelt
werden, die in % von S0 angegeben wurden.

2.6 Bestimmung der renalen Druckantwort
Am Modell der isoliert perfundierten Mausniere (Abbildung 2.2) ließ sich auch die
renale Druckantwort, die durch unterschiedliche Stimulationsfrequenzen erzeugt wurde,
bestimmen. Zur Ermitlung wurde ein MLT844 Physiological Pressure Transducer
(ADInstruments) verwendet, der mit einem PC-System verbunden war. Die rena-
len Widerstände wurden mit der Software Chart 5 für Windows (ADInstruments)
aufgezeichnet.

2.6.1 Versuchsprotokolle

Stimulation renaler Nerven mit 1-15 Hz: Die Nieren wurden mit einem jeweils
dazwischen liegenden Intervall von 9 min mit 2, 5, 7.5, 10 und 15 Hz stimuliert. Die
darauf erfolgte Druckantwort wurde durchgehend aufgenommen. Die renale Druck-
antwort auf diese Stimulationsreihe errechnete sich aus dem maximalen Druckanstieg
des Perfusionsdruckes über den basalen Perfusionsdruck (ΔPmax= Pmax-Pbasal). Die
gemessene Erhöhung wurde dann wie zuvor in % von KCl angegeben.

2.7 Blutdruck- und Herzfrequenzmessung
Der systolische Blutdruck und die Herzfrequenz wurden mit der Methode der Schwanz-
manschetten-Plethysmographie (Softron BP-98A; Softron, Tokyo, Japan) ermittelt.
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2.8 Serumparameter

Dafür wurde die Maus in ein Leinentuch eingewickelt und in eine Heizspirale gesetzt.
Der Schwanz wurde durch die Schwanzmanschette gezogen. Es erfolgten an 5 auf-
einander folgenden Tagen 10 Messzyklen, denen jeweils eine kurze Trainingsphase
vorausging. Die an den 5 Messtagen mit den 10 Messzyklen ermittelten systolischen
Blutdrücke und Herzfrequenzen wurden gemittelt. Gemessen wurde kurz vor und 4
Wochen nach subtotaler Nephrektomie.

2.8 Serumparameter
Die Narkose zur Blutentnahme erfolgte in Inhalationsnarkose mit Isofluran. Der
Kopf der Tiere wurde mit Daumen und Zeigefinger fixiert und durch einen leichten
Druck auf die Gegenseite des Bulbus aus seiner Höhle hervorgehoben. Mit der Pas-
teurpipette (lang, 230 mm, Assistent), an deren Spitze man einen kleinen Tropfen
Heparin (Liquemin N 25000, Roche, Germany) applizierte, wurde nun in den me-
dialen Augenwinkel eingegangen und der retroperitoneale Venenplexus durchstoßen.
Durch waagerechtes Halten der Pipette füllte sich diese nun mit Blut, welches dann
in ein 1.5-ml-Eppendorfgefäß, in dem sich ein Tröpfchen Heparin befand, entleert
wurde. Die Tubes wurden gekühlt auf Eis aufbewahrt. Etwa 0.4 ml Blut wurden
so pro Tier entnommen. Nach Zentrifugation der abgestandenen Blutprobe in dem
1.5-ml-Eppendorfgefäß für 10 min bei 4°C und 3000 U/min wurde das überstehende
Plasma entnommen und für die Bestimmung von Kreatinin, Harnstoff, Ca2+, K+, Na+

Parameter und Normetanephrin verwendet. Die Untersuchung des Serums wurde im
Routinelabor des Marienhospitals Herne in einem ILab 600, Hitado (Instrumental
Laboratories) und im Laboratorium Eberhard durchgeführt.

2.9 Urinparameter
Die Uringewinnung erfolgte durch metabolische Käfige (Tecniplast Gmbh). Der Beob-
achtungszeitraum betrug 60 Tage. Die Ermittlung der Urinparameter erfolgte 5, 10,
17, 24, 31, 42 und 58 Tage nach der subtotalen Nephrektomie. Da insbesondere für
die subtotal nephrektomierten Mäuse (SNx) die Zeit im metabolischen Käfig einen
erheblichen Stressor darstellte, wurde die Urinsammelzeit von üblicherweise 24 auf
12 Stunden (h) reduziert. Um die Versuchsvorausetzungen zu egalisieren, wurde immer
das gleiche 12h-Intervall gewählt: über Nacht von abends 20:30 bis 08:30 Uhr morgens
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2.10 Noradrenalinkonzentration im Gewebe

des folgenden Tages.
Nach Beendigung der Sammelzeit wurde die Menge des gesammelten Urins bestimmt

und der Urin 10 min bei 4°C und 3800 Umdrehungen zentrifugiert. Falls die Sam-
melmenge ausreichend war, wurden 0.5 ml des Überstands abpipettiert. Die Messung
erfolgte anschließend im Zentrallabor des Marienhospital Herne. Neben Mikroalbumin
wurde der Urin auf Kreatinin, als interner Standard, Gesamteiweiß und Harnstoff
untersucht.

2.10 Noradrenalinkonzentration im Gewebe
Die Konzentration von Noradrenalin im Gewebe wurde anhand des Überstandes von
gesamten Herz- und Nierenhomogenaten bestimmt. Gewebeproben wurden in 0.1 M
Natriumphosphat (pH 7.4) auf Eis homogenisiert, kleine Probestückchen wurden zur
Proteinbestimmung entfernt. Nach Hinzufügen von Perchlorsäure (0.6 M Finalkonzen-
tration) wurden die Proben bei 10,000g und 4°C 15 min zentrifugiert. Die Überstände,
die sich daraus ergaben, wurden, wie unter Abschnitt 2.5.3 beschrieben, aufbereitet
und mittels HPLC analysiert.

2.11 Real-Time-quantitative (RTq)-PCR
RNA wurde aus Nierengewebe von WT-FVB- und α2A-KO-Mäusen mit RNeasy® Plus
Mini Kit (Qiagen) isoliert. Die gewonnene RNA wurde mit dem QuantiTect® Reverse
Transcription Kit (Qiagen) in die cDNA umgeschrieben. Für die RTq-PCR kam ein
7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) unter Verwendung von TaqMan®
Gene Expression Assays (Applied Biosystems) zum Einsatz. Die Realtime-PCR wurde
entsprechend des Assay-Protokolls durchgeführt.

Primer

• Mm99999915_g1 (Gapdh)

• Mm_6530404N21Rik_1_SG (Renalase)

• Mm_Adra2_I_SG (α2A-Adrenozeptor)

• Mm_Adra2b_1_SG (α2B-Adrenozeptor)
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2.12 Statistik

• Mm_Adra2c_vb_1_SG (α2C-Adrenozeptor)

2.12 Statistik
Die Anzahl der Experimente pro Gruppe ist mit n aufgeführt. Zur statistischen Auswer-
tung wurden bei allen Tiergruppen die Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen
(SD) berechnet. Mit Hilfe des Computerprogramms SigmaPlot (Systat Software Inc.,
Point Richmont, USA) wurden durch ungepaarten Student‘s T-Test Signifikanzen
ermittelt. Differenzen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0.05 galten als
signifikant. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte durch die Bildung von homogenen
Gruppen. Die Anzahl der Experimente steht für die Anzahl der einzelnen Nieren.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Genotyps
Der C57/Bl6-Wildtyp war nicht geeignet für das Modell der 5/6 Nephrektomie, weil
dieser Mausstamm protektive Faktoren für die Entwicklung einer Glomeruloskle-
rose besitzt [29]. Deshalb wurde der α2A-Knockout des C57/Bl6-Stammes auf den
Hintergrund des sensiblen FVB-Wildtyps rückgekreuzt. Um eine gute genomische
Homogenität der Rückkreuzung zu erreichen, wurden sechs Rückkreuzungen durchge-
führt [30]. Als Kontrolle der Rückzuchten wurden Genotypisierungen mittels PCR aus
cDNA von Schwanzbiopsien durchgeführt. Abbildung 3.1 (a) zeigt die Genotypisierung
nach sechs Kreuzungen, die die α2A-Adrenozeptor-Knockout FVB-Linie eindeutig
charakterisiert.

(a) Genotypisierung (b) α2A-Knockout

Abbildung 3.1: (a) Genotypisierung aus Schwanzzell-DNA mittels Multiplex-PCR.
Die obere 410 bp lange Bande entspricht dem Wildtyp-Allel, die untere 260 bp lan-
ge Bande dem KO-Allel. (b) Schematische Darstellung der Primärlokalisation bei
der Multiplex-PCR (cds = α2A-coding-sequence; bp = base pairs; neo = Neomycin-
Resistenzkassette)
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3.2 Charakterisierung des Phänotyps

3.2 Charakterisierung des Phänotyps

3.2.1 Neurotransmission nach renaler Nervenstimulation mit 1-15 Hz

Untersucht wurde hier die präsynaptische Transmitterfreisetzung nach renaler Ner-
venstimulation (RNS). Die durch RNS elektrisch induzierte NA-Ausschüttung stieg
mit Zunahme der Stimulationsfrequenz in beiden Mausarten abhängig von der Fre-
quenzhöhe an. Die Noradrenalinfreisetzung in der Knockout-Maus war im Vergleich
zum Wildtyp bei den Stimulationsfrequenzen 5, 7.5, 10 Hz signifikant und bei 15 Hz
deutlich höher (Abbildung 3.2 (a)).

(a) Neurotransmission nach RNS (b) Druckantwort nach RNS

Abbildung 3.2: NA-Ausschüttung nach renaler Nervenstimulation bei Wildtyp- und
α2A-KO-Mäusen. NA-Ausschüttung wurde mittels HPLC gemessen und in pg/g Niere
angegeben. *P<0.05 zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp und KO
Maus an (a). Die elektrisch induzierte Druckantwort der Wildtyp-Mäuse wird mit der
der α2A-Adrenozeptor-Knockout-Mäuse verglichen. Druckveränderungen bei beiden
Mausstämmen wurden in % von KCl angegeben (b).

3.2.2 Untersuchung der renalen Druckantwort

Bestimmt wurde bei diesen Experimenten die renale Druckantwort bei isoliert perfun-
dierten Nieren von Wildtyp- und Knockout-Mäusen nach renaler Nervenstimulation
mit den Stimulationsfrequenzen 2, 5, 7.5, 10 und 15 Hz. Die durch RNS induzierte
Druckantwort der Nieren stieg abhängig von der steigenden Frequenz bei beiden
Maustypen an. Anders als bei der Noradrenalinfreisetzung zeigte sich in allen Fre-
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3.2 Charakterisierung des Phänotyps

quenzbereichen kein signifikanter Unterschied der Druckausschläge nach RNS bei
α2A-AR-KO-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 3.2 (b)).

3.2.3 Neurotransmission nach α2-Adrenozeptorblockade

Nieren von α2A-KO- und Wildtyp-Mäusen wurden unter Applikation des unselektiven
α2-Adrenorezeptorblockers Phentolamin in aufsteigender Konzentration (0-1 μM) in
Reihe (S0-S5) mit 5 Hz elektrisch stimuliert (RNS). Phentolamin verstärkte die RNS
(5 Hz-) induzierte renale NA-Ausschüttung im Wildtyp konzentrationsabhängig. Bei
den Knockout-Mäusen hingegen führte Phentolamin zu keiner signifikanten Steigerung.

(a) Neurotransmission absolut (b) % of control

Abbildung 3.3: Nieren von α2A-KO- und Wildtyp-Mäusen wurden in Anwesendheit
von Phentolamin in Reihe (S0-S5) mit 5 Hz elektrisch stimuliert (RNS). Die Gabe
des unselektiven α2-Adrenorezeptorblockers erfolgte in aufsteigender Konzentration
(0-1 μM). NA-Ausschüttung wurde mittels HPLC gemessen und in pg/g Niere ange-
geben. *P<0.05 zeigt den signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp- und KO-Maus
(a). Steigerung der NA-Ausschüttung, bezogen auf S0 (0 μM Phentolamin) unter
Berücksichtigung der Kontrolle (sechs renale Nervenstimulationen in Folge ohne An-
wesendheit von Phentolamin) ((Sn/S0)/SKontrolle*100). NA-Ausschüttung wurde in %
Kontrolle angegeben (b).

Ohne Phentolaminapplikation (S0 - 0 μM) war die NA-Ausschüttung in der Knockout-
Maus signifikant (*P<0.05) höher als bei dem Wildtyp. Mit aufsteigender Konzen-
trationsreihe von Phentolamin erreichte der Wildtyp das Basalniveau der KO-Maus
(NA-Freisetzung nach RNS ohne Einwirkung von Phentolamin) und setzte bei 0,3 und
1 μM des α-Adrenozeptorblockers signifikant (*P<0.05) mehr Noradrenalin frei.

20



3.2 Charakterisierung des Phänotyps

Unabhängig von den Experimenten mit aufsteigender Phentolaminapplikation wur-
den Nieren von Knockout- und Wildtyp-Mäusen in Reihe mit 5 Hz ohne Phentolamin-
gabe stimuliert (die Daten sind hier nicht gezeigt; es ergaben sich keine signifikanten
Änderungen über S1-S5). Diese Kontrollstimulationen dienten der Überprüfung, in-
wiefern der Zeitpunkt der Stimulation Einfluss auf die NA-Ausscheidung hat, und
wurden bei der Berechnung von „% of control“ berücksichtigt (Abbildung 3.3 (b)). Die
NA-Ausscheidung stieg bei der Wildtyp-Maus um 556.0 ± 55.4 % Kontrolle (S5 - 1 μM
Phentolamin) an. Somit steigerte der α-Adrenozeptorblocker die NA-Ausschüttung
im Wildtyp signifikant (*P<0.05) um das 5,5-Fache. Bei der transgenen Maus war
lediglich ein Zuwachs um 182.1 ± 36.5 % Kontrolle zu verzeichnen.
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3.3 Subtotal nephrektomierte Wildtyp- und Knockout- Maus im Vergleich

3.3 Subtotal nephrektomierte Wildtyp- und Knockout- Maus
im Vergleich

Im Folgenden wurde untersucht, wie sich die Sympathikusüberaktivität [α2A-Rezeptor-
Knockout] nach subtotaler Nephrektomie (SNx) und Induktion einer chronischen
Niereninsuffizienz auf deren Progression auswirkt. Entgegen den Vermutungen zeigte
die Knockout-FVB-Maus überraschend einen wesentlich günstigeren Verlauf als ihr
Wildtyp, was sich in der Mikroalbuminurie und in der Mortalität widerspiegelte.

3.3.1 Albumin-Kreatinin-Ratio als Verlaufsparameter für die chronische
Nierenerkrankung

Das Auftreten einer Albuminurie ist ein früher und sensitiver Marker der glomeru-
lären Schädigung und stellt einen Risikofaktor für die Entwicklung und Progression
kardiovaskulärer und renaler Erkrankungen dar.

Abbildung 3.4: Gegenüberstellung der Mikroalbuminurie im zeitlichen Verlauf von
Wildtyp (n=11) und α2A-KO-Maus (n=11) nach subtotaler Nephrektomie. Der Urin
wurde im Stoffwechselkäfig gesammelt und die Urinparameter im Zentrallabor des
Marienhospital Herne bestimmt. Ausgedrückt wurde die Mikroalbuminurie mit dem
Albumin/Kreatinin-Quotienten [mg/g]. *P<0.05 zeigt den signifikanten Unterschied
zwischen Wildtyp- und KO-Maus.

Als aussagekräftigen Verlaufsparameter zur Untersuchung der Mikroalbuminurie
und der Progression der induzierten Niereninsuffizienz wurde die Albumin-Kreatinin-
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3.3 Subtotal nephrektomierte Wildtyp- und Knockout- Maus im Vergleich

(a) Einzelwerte Wildtyp (b) Einzelwerte KO Maus

Abbildung 3.5: Darstellung der Einzelwerte der ACR von WT- und KO-Mäusen

Ratio (ACR) bei beiden Gruppen herangezogen. Die Bestimmung der ACR gilt als
verlässlicher Parameter zur Abschätzung der Albuminurie. Der Effekt des Urinvolu-
mens und einer damit verbunden Verdünnung bis eventuell Polyurie kann durch die
ACR vermieden werden.

Die engmaschigen Kontrollen führten zu dem Ergebnis, dass die Wildtyp-FVB-
Maus im Vergleich zu der α2A-KO-Maus von einer ausgeprägteren Mikroalbuminurie
betroffen war (Abbildung 3.4). 17, 24 und 31 Tage nach subtotaler Nephrektomie
unterschied sich die Albumin-Kreatinin-Ratio des Wildtyps signifikant von der der
Knockout-Maus. Der Abfall der Mikroalbuminurie nach 30 Tagen bei der nephrekto-
mierten Wildtyp-Maus ergab sich durch Präselektion durch eine hohe Mortalität (siehe
Abbildung 3.6). So überlebten nur die Tiere mit der initial geringeren Albuminurie.
Die Albumin-Kreatinin-Ratio der α2A-KO-Maus stieg nach 40d zunehmend an und
somit kommt es zu einer Annäherung der beiden Kurven im weiteren Verlauf.

Eine detaillierte Übersicht der individuellen postoperativen Verläufe von Wildtyp-
und α2A-Knockout-Tieren gibt Abbildung 3.5.

3.3.2 Postoperative Überlebensanalyse

Verglichen wurde die postoperative Überlebensrate subtotal nephrektomierter Wildtyp-
und Knockout-Mäuse in einem Untersuchungszeitraum von 60 Tagen. Bei einer anfäng-
lichen Gruppenstärke von jeweils n=12 Mäusen ergab sich das in der Abbildung 3.6
ersichtliche Diagramm. Der ausgeprägteren Mikroalbuminurie entsprechend war der
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3.3 Subtotal nephrektomierte Wildtyp- und Knockout- Maus im Vergleich

Wildtyp auch von einer höheren Mortalität betroffen. Bis 60 Tage nach der subtotalen
Nephrektomie hatte sich die Gruppenstärke des Wildtyps bis auf n=5 reduziert,
wohingegen die Gruppenstärke der KO-Maus noch n=10 betrug.

Abbildung 3.6: Überlebensanalyse nephrektomierter WT- und α2A-KO-Mäuse Tag
1-60

3.3.3 Einfluss der subtotalen Nephrektomie auf Blutdruck und Puls

(a) Blutdruck (b) Herzfrequenz

Abbildung 3.7: Einfluss des α2A-KOs und der subtotalen Nephrektomie auf den
Blutdruck (a). Einfluss des α2A-KOs und der subtotalen Nephrektomie auf die
Herzfrequenz (b). WT-Sham/KO-Sham jeweils n=5, WT-OP/KO-OP jeweils n=12
(a)+(b).

Der systolische Basisblutdruck in der KO-Maus unterschied sich geringfügig, jedoch
nicht signifikant von dem der WT-Maus (WT, 116 ± 10.1 min−1; KO, 128 ± 4.1
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3.4 Präsynaptische Neurotransmission nach subtotaler Nephrektomie

min−1), die Herzfrequenz hingegen war in dem KO-Tier signifkant höher. Als Folge
der subtotalen Nephrektomie WT- und KO-Maus entwickelten beide einen erhöhten
Blutdruck (WT, 142 ± 7.3 min−1; KO, 137 ± 8.0 min−1). Auch die Herzfrequenz stieg
nach SNx bei WT- und KO-Mäusen signifikant an, wobei sie auch nach Nephrektomie
in der KO-Maus signifikant höher war.

3.4 Präsynaptische Neurotransmission nach subtotaler
Nephrektomie

Eine zentrale Frage dieser Experimente war, welchen Einfluss die subtotale Nephrek-
tomie auf die neuronale Transmitterfreisetzung hat.

Die vorliegenden Ergebnisse von Stimulationsversuchen mit subtotal nephrekto-
mierten Mäusenieren zeigen, dass die SNx eine hohe Auswirkung auf die renale
Neurotransmission im Wildtyp hatte. Wie Abbildung 3.7 (a) zeigt, ist die Noradrena-
linfreisetzung aus der sympathischen Nervenendigung 60 Tage postoperativ gegenüber
dem Wildtyp (Sham) bei allen Stimulationsfrequenzen signifikant erhöht.

(a) RNS beim Wildtyp (b) RNS bei α2A-KO Maus

Abbildung 3.8: Elektrisch durch RNS induzierte NA-Ausschüttung, mittels HPLC
gemessen und in pg/g Niere angegeben (a/b). Gegenüberstellung von Wildtyp-Sham
und Wildtyp-SNx (a). Gegenüberstellung von KO-Sham und KO-SNx (b). *P<0.05
zeigt einen signifikanten Unterschied

Überraschenderweise war der Unterschied in der Neurotransmission nach RNS
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3.4 Präsynaptische Neurotransmission nach subtotaler Nephrektomie

zwischen scheinoperierten und 5/6 nephrektomierten Knockout Mäusen hingegen
unwesentlich (Abbildung 3.7 (b)). Die subtotale Nephrektomie scheint keinen Einfluss
auf die renale Noradrenalinfreisetzung nach RNS in der α2A-KO Maus zu haben.

60 Tage postoperativ zeigte sich, dass der Wildtyp sich der Knockout Maus bei den
Stimulationsfrequenzen 5, 7.5 und 10 Hz angeglichen hatte und nach einer RNS von
15 Hz deutlich mehr NA freisetzte. Die renale Neurotransmission in der α2A-KO-Maus
war gegenüber dem Wildtyp nicht mehr signifikant erhöht (Abbildung 3.8 (a)).

(a) Neurotransmission nach SNx (b) Neurotransmission in WT

Abbildung 3.9: Elektrisch durch RNS induzierte NA-Ausschüttung bei WT-SNx
und KO-SNx 60d postoperativ (a), bei Wildtyp-Sham, -SNx 10d postoperativ und
-SNx 30d postoperativ (b). NA-Ausschüttung wurde mittels HPLC gemessen und in
pg/g Niere angegeben.

3.4.1 Neurotransmission im Wildtyp 10 Tage postoperativ

Wie zuvor erwähnt führte die subtotale Nephrektomie bei FVB-Wildtyp-Mäusen zu
einer signifikanten Steigerung der neuronalen Transmitterfreisetzung und es stellte
sich die Frage, wann es nach SNx zu dieser „Aktivierung“ in der WT-Maus kommt.
Versuche 10 Tage postoperativ zeigten, dass eine Erhöhung der Sympathikusaktivität
bereits nach kurzer Zeit einsetzte (Abbildung 3.8 (b)).
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3.5 Interaktionen mit RAAS

3.5 Interaktionen mit RAAS
Es ist bekannt, dass Angiotensin (Ang) II die Noradrenalinfreisetzung aus terminalen
Nervenendigungen bzw. Sympathikusfasern in der Niere über einen direkten positiven
präsynaptischen Effekt über den Angiotensin-II-Subtyp-1 (AT1)-Rezeptor steigert [31].

(a) Neurotransmission absolut (b) % of control

Abbildung 3.10: Nieren von WT-Sham, -SNx, KO-Sham und -SNx wurden in der
Anwesenheit von Angiotenin II fünfmal in Reihe mit 5 Hz elektrisch stimuliert (RNS)
(S0-S4). Die Gabe von Angiotensin II - Perfusionsintervall betrug 5 min bevor bis
eine 1 min nach RNS - erfolgte in aufsteigender Konzentration (11, 10, 9 und 8 -
log mol/l). NA-Ausschüttung wurde mit HPLC gemessen (a/b). Angabe der NA-
Ausschüttung bei (S0-S4) in pg/g Niere (a). Steigerung der NA-Ausschüttung durch
Ang II bezogen auf S0 (Sn/S0) unter Berücksichtigung der Kontrollstimulationen
SKontrolle (b).

3.5.1 Ang II-Einfluss auf Neurotransmission

Genau dieser Effekt konnte an isoliert perfundierten Nieren scheinoperierter Wildtyp-
Mäuse beobachtet werden. Nieren wurden in der Anwesenheit von Ang II in aufstei-
gender Konzentration (11, 10, 9 und 8 -log mol/l) fünfmal in Reihe mit 5 Hz elektrisch
stimuliert (RNS) (S0-S4). Die maximale durch Ang II induzierte Steigerung der NA-
Ausschüttung nach RNS wurde bei einer Konzentration von 9 -log mol/l erreicht und
betrug 197.6 ± 13.3 % Kontrolle (Abbildung 3.9 (b)). Auch bei Knockout-Tieren
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3.5 Interaktionen mit RAAS

führte die Ang II-Applikation zu einem Anstieg der renalen Noradrenalinfreisetzung,
allerdings war der maximale Einfluss von Ang II bei α2A-KO-Mäusen nur sehr gering
(141.9 ± 14.5 % Kontrolle). Bei der Konzentration von 9 -log mol/l war der Effekt
von Ang II auf die renale NA-Freisetzung in der WT-Sham- signifikant höher als in
der KO-Sham-Maus.

3.5.2 Ang II-Einfluss auf Neurotransmission nach SNx

Abbildung 3.11: Steigerung der NA-Ausschüttung durch Ang II in WT-Sham, -
SNx 10d postoperativ und -SNx 30d postoperativ, bezogen auf S0 (Sn/S0) unter
Berücksichtigung der Kontrollstimulationen SKontrolle.

Wie die Ergebnisse zeigen, war der positive präsynaptische Effekt von Ang II auf
die Noradrenalinfreisetzung 30 Tage nach subtotaler Nephrektomie bei der Wildtyp-
Maus so weit abgeschwächt, dass er sich nicht mehr von dem der scheinoperierten
Knockout-Maus unterschied (Abbildung 3.9 (b)). Untersuchungen folgten, die aufdeck-
ten, dass Ang II seinen Effekt auf die NA-Freisetzung anscheinend schon kurze Zeit
postoperativ, also mit Beginn der sympathischen Aktivierung, verliert. Denn 10 Tage
nach subtotaler Nephrektomie war die steigernde Ang II-Wirkung schon aufgehoben
(Abbildung 3.11).
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3.6 Präsynaptische NA Autoinhibition nach SNx

3.6 Präsynaptische NA Autoinhibition nach SNx
Abbildung 3.12 zeigt den Effekt der α2-Adrenozeptorblockade auf die renale Norad-
renalinfreisetzung in subtotal nephrektomierten Wildtyp- und Knockout-Mäusen im
Vergleich zu scheinoperierten WT- und KO-Tieren. Dieser war bei der Wildtyp-FVB-
Maus nach SNx signifikant abgeschwächt. Bei der nephrektomierten Knockout-Maus
ließ sich nach α2-Adrenozeptorblockade mit Phentolamin eine geringfügige Steigerung
der Transmitterfreisetzung verzeichnen.

Abbildung 3.12: : Einfluss von SNx auf α2-Adrenozeptor. Nieren von α2A-KO- und
Wildtyp-Mäusen, jeweils Sham und SNx, wurden in Anwesenheit von Phentolamin
in Reihe (S0-S5) mit 5 Hz elektrisch stimuliert (RNS). Die Gabe des unselektiven
α-Adrenozeptorblockers erfolgte in aufsteigender Konzentration (0-1 μM). Steigerung
der NA-Ausschüttung bezogen auf S0 (0 μM Phentolamin) unter Berücksichtigung
der Kontrolle (sechs renale Nervenstimulationen in Folge ohne Anwesenheit von Phen-
tolamin) ((Sn/S0)/SKontrolle*100). NA-Ausschüttung wurde mittels HPLC gemessen
und in % Kontrolle angegeben.

Zur Abklärung, ob der Rezeptor-Knockout oder die subtotale Nephrektomie zu einer
Veränderung der Rezeptordichte der verschiedenen α2-Rezeptorsubtypen geführt hat,
wurden RTq-PCRs zur Quantifizierung der mRNA-Expression im Nierengewebe von
scheinoperierten und subtotal nephrektomierten Mäusen durchgeführt. Die Ergebnisse
zeigten keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 3.13).
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3.7 Katecholaminkonzentration in Blutplasma und Gewebe

(a) WT vs. KO (b) WT SNx vs. KO SNx

(c) WT vs. WT SNx (d) KO vs. KO SNx

Abbildung 3.13: Quantifizierung der mRNA-Expression der verschiedenen α2-
Rezeptorsubtypen.

3.7 Katecholaminkonzentration in Blutplasma und Gewebe
Die Plasmaspiegel der Katecholamine werden durch die Freisetzung aus den Nebennie-
ren bzw. den Synapsen und Organen („spillover“), den Abbau und die Ausscheidung
bestimmt und sind daher schwer zu interpretieren.

Die erhöhte Herzfrequenz und Noradrenalinfreisetzung aus der sympathischen Ner-
venendigung nach renaler Nervenstimulation in der α2A-Knockout- (Sham-) Maus
ließen vermuten, dass auch in vivo die zirkulierende Menge an Noradrenalin gesteigert
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3.7 Katecholaminkonzentration in Blutplasma und Gewebe

ist.

(a) Normetanephrin im Plasma (b) Noradrenalin/Kreatinin im
Urin

Abbildung 3.14: Überblick über Katecholaminkonzentrationen im Plasma und Urin.
*P<0.05 zeigt signifikanten Unterschied.

(a) NA-Level bei Sham (b) NA-Level bei SNx

Abbildung 3.15: Noradrenalinlevel in Nieren- und Herzgewebe. NA-Level wurde
mittels HPLC gemessen und in pg/g Niere angegeben. *P<0.05 zeigt signifikanten
Unterschied.

Um eine verlässliche Bestimmung des Noradrenalinspiegels im Plasma zu erzie-
len, wurde die Konzentration von Normetanephrin, ein direkter Metabolit des Ka-
techolaminstoffwechsels, gemessen. Die Ergebnisse zeigten nur eine gering gesteigerte
Normetanephrinkonzentration im Plasma bei scheinoperierten Knockout-Mäusen (Ab-
bildung 3.14 (a)). Vielmehr war der Katecholamingehalt im Gewebe von KO-Tieren
erhöht, im Herzen signifkant (Abbildung 3.15 (a)). Nach subtotaler Nephrektomie
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3.8 Noradrenalin-Reuptake

hatte die Noradrenalinkonzentration in Herz- und Nierengewebe der KO-Maus ab-
genommen, der Katecholamin-Plasmalevel war jetzt signifikant höher als bei der
nephrektomierten WT-Maus (Abbildungen 13.14 (a), 13.15 (b)).

Abbildung 13.15 (b) stellt die Ausscheidung von Noradrenalin bezogen auf Kreatinin
im Urin für Wildtyp- und Knockout-Tiere dar. Die Ausscheidung von WT- und KO-
Tieren unterschieden sich vor und nach 5/6 Nephrektomie nicht signifikant. Die
signifikant reduzierte renale NA-Ausscheidung nach Nephrektomie lässt sich auf das
geringere absolute Nierengewebe zurückführen.

3.8 Noradrenalin-Reuptake
Erhöhte Plasmaspiegel von Katecholaminen, insbesondere von Noradrenalin, als Hin-
weis auf eine gesteigerte Sympathikusaktivität bei chronischer Niereninsuffizienz sind
seit langem bekannt. Allerdings wurde dieser Befund nicht als Hinweis für eine efferent
gesteigerte Sympathikusaktivität gewertet. Hierfür wurden eine verminderte renale
Clearance und eine gestörte neuronale Wiederaufnahme von Noradrenalin verantwort-
lich gemacht.

Abbildung 3.16: Einfluss des KOs und der SNx auf NA-Reuptake

Mit den Untersuchungen wurde die Steigerung der Noradrenalinfreisetzung durch
Reuptake-Hemmung mit Kokain und Kortikosteron überprüft. Den Ergebnissen zufolge
haben aber weder der α2A-Knockout noch die subtotale Nephrektomie [Sympathikus-
aktivierung] einen Einfluss auf den Reuptake von Noradrenalin in die sympathische
Nervenendigung.
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3.9 Renalase

3.9 Renalase
Bestimmt wurde mit der Durchführung von RTq-PCRs die quantitive mRNA-Expression
der Renalase, eine Monoaminooxidase, in Nierengeweben von Wildtyp- und Knockout-
Mäusen (Abbildung 3.17).

Abbildung 3.17: Quantifizierung der mRNA-Expression der Monoaminooxidase
Renalase

Den Ergebnissen zufolge scheint die Renalase in subtotal nephrektomierten α2A-
Knockout-Tieren reguliert zu sein, interessanterweise aber anders als erwartet. Wie
Abbildung 3.17 zeigt, wird in der operierten Knockout-Maus weniger Renalase-mRNA
exprimiert als in dem nephrektomierten Wildtyp, auch im Vergleich zum scheinope-
rierten Knockout-Tier.

3.10 Generierung der dbh-α2A transgenen Knockout-Maus
Bis jetzt konnte nicht herausgefunden werden, was den Verlauf der α2A-KO-Maus
nach subtotaler Nephrektomie begünstigt. Nicht der präsynaptische Anteil des α2A-
Rezeptors, sondern die postsynaptisch lokalisierten α2A-Rezeptoren scheinen in diesem
Zusammenhang wichtig zu sein. Ein transgenes Mausmodell, bei dem nur die präsyn-
aptischen Neuronen des α2A-Adrenozeptors exprimiert werden, die postsynaptischen
jedoch ausgespart bleiben, könnte bei dieser Fragestellung weiterhelfen.
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3.10 Generierung der dbh-α2A transgenen Knockout-Maus

Um ausschließlich die Expression von α2A-Adrenozeptoren in noradrenergen und ad-
renergen Zellen von transgenen Mäusen anzusteuern, kann der Dopamin β-Hydroxylase
(DBH) Promoter verwendet werden. Abbildung 3.18 zeigt den transgenen Vektor,
bestehend aus einem 5,6-kb Abschnitt des menschlichen Dbh-Promoters, der codierten
Sequenz des α2A-Adrenozeptoren der Maus mit einem aminoterminalen Epitop-Tag
und dem SV40 T-Intron mit einer Polyadenylierungsstelle [32].

Abbildung 3.18: Schematische Darstellung des transgenen α2A-AR-Vektors

Dbh-α2A transgene Mäuse besitzen einen gemischten C57/Bl6/J- und 129SvEv-
Hintergrund. Da sich der C57/Bl6-Stamm bekanntermaßen resistent bei der Ent-
wicklung einer Glomerulosklerose zeigt [29] und daher schwer einzuschätzen ist, ob
dieser gemischte Hintergrund auf die subtotale Nephrekomie reagiert, wird derzeit
eine Rückzucht in 3 Generationen auf den sensiblen FVB-Stamm durchgeführt. Diese
Dbh-α2A transgenen Mäuse werden folgend mit α2A-Knockout-FVB Mäusen gekreuzt,
um Linien zu generieren, die selektiv nur den präsynaptischen α2A-Autorezeptor
exprimieren, der postsynaptisch allerdings fehlt.

34



4 Diskussion

4.1 α2A-Adrenozeptor-Knockout
Die Bedeutung des α2A-Adrenozeptors für die renale präsynaptische Noradrenalinregu-
lation ist mit einem α2A-Knockout-Modell auf dem Hintergrund von C57/Bl6-Mäusen
dargestellt worden [27]. Hier nimmt der Rezeptor eine zentrale Stellung für die präsyn-
aptische Autoinhibition der Noradrenalinfreisetzung in der Niere ein. Die gegenwärtigen
Untersuchungen von α2A-Knockout-Mäusen auf dem Hintergrund des FVB-Stammes
bestätigen die Resultate.

Elektrisch induzierte renale Stimulationen mit den Frequenzen 5, 7.5, 10 und
15 Hz zeigten, dass die präsynaptische Neurotransmission auch in der FVB-KO-Maus
signifikant höher als im entsprechenden Wildtyp ist. Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass die zirkulierende NA-Menge in der KO-Maus tatsächlich von Geburt an erhöht
ist, was einer gesteigerten Sympathikusaktivität in der Niere gleichkommen soll. Der
Nachweis von einem gesteigerten Level an zirkulierenden Katecholaminen ist allerdings
schwer zu erbringen. Die Bestimmung der Plasmakonzentration von Normetanephrin
ergab keinen Unterschied, vielmehr zeigte sich eine NA-Level im Herzgewebe der
KO-Sham-Maus. Die Herzfrequenz ist nach Knockout allerdings signifikant gesteigert,
was als Indiz für eine gesteigerte Aktivität zu werten ist.

Experimente mit dem nichtselektiven Alphablocker Phentolamin identifizierten den
α2A-Subtyp, wie schon zuvor beim C57/Bl6-Stamm, eindeutig als Hauptregulator
für die präsynaptische Noradrenalinfreisetzung. α-Adrenozeptorblockaden in aufstei-
gender Konzentration zeigten lediglich eine geringe entkoppelnde Wirkung auf die
renale Neurotransmission bei der KO-Maus. Der leichte Zuwachs an Noradrenalin-
freisetzung durch Phentolamin lässt sich vermutlich auf die Tatsache zurückführen,
dass in der Mausniere des FVB-Stammes die α2B- und α2C-Adrenozeptor-Subtypen
den α2A-Rezeptor in seiner Funktion geringfügig unterstützen. Diesem Ergebnis ent-
sprechende Beobachtungen wurden bereits bei Untersuchungen an Gewebeproben
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4.2 Sympathikusaktivierung bei Niereninsuffizienz

von Samenleitern, Arterien und Gehirn gemacht [16, 33–35]. Dabei konnte den zwei
weiteren α2-Subtypen, insbesondere dem α2C-AR, ebenfalls eine Begleitfunktion in
der präsynaptischen Regulation von Noradrenalin zugesprochen werden.

Erstaunlicherweise erreichte der Wildtyp bei Maximalblockade der präsynaptischen
Autorezeptoren nicht nur das Niveau der KO-Maus, sondern die RNS induzierte NA-
Ausschüttung war signifikant höher als die bei der KO-Maus bei gleicher Konzentration.

Schwierig zu beurteilen ist, wie sich das hohe NA-Angebot auf den Gefäßwiderstand
auswirkt. Resultiert aus der hohen präsynaptischen NA-Ausschüttung auch tatsächlich
eine höhere postsynaptische Wirkung? Versuche an isoliert perfundierten Mausnieren
zeigten, dass keineswegs eine 1:1-Beziehung zwischen präsynaptischer Ausschüttung
und postsynaptischem Effekt vorzuliegen scheint. Anders als bei den Untersuchungen
an der α2A-Knockout C57/Bl6-Maus [27] ergab sich bei der KO-FVB Maus aus der
renalen Mehrausschüttung an Noradrenalin keine signifikante Steigerung des renalen
Widerstandes im Vergleich zum FVB-Wildtyp. Dementsprechend bedingte der Knock-
out auch keinen signifikanten Anstieg des systolischen Blutdrucks. Die Ergebnisse
lassen darauf schließen, dass bei der KO-Maus hier Mechanismen entgegenwirken.

4.2 Sympathikusaktivierung bei Niereninsuffizienz
Bei chronischer Niereninsuffizienz ist eine übermäßige Aktivierung des sympathischen
Nervensystems festzustellen. Die Mechanismen, wie es zu der Aktivierung kommt und
welche Konsequenzen sich dadurch im Einzelnen für die CNI ergeben, sind, wie eingangs
bereits erwähnt, zum Teil noch unbekannt. Bekannt ist indessen, dass der erhöhte
Sympathikotonus akzelerierend auf die Progression der chronischen Niereninsuffizienz
wirkt.

Die subtotale Nephrektomie macht es möglich, strukturelle und funktionelle Verände-
rungen durch experimentell induzierte Niereninsuffizienz zu untersuchen. Wie erwartet
zeigte sich mit Hilfe dieses Modells bei der Wildtyp-FVB-Maus nach Nephrektomie
ein deutlicher Anstieg des Blutdrucks. Man spricht in diesem Zusammenhang auch
von einer renoparenchymatösen Hypertonie, deren Pathomechanismus sehr komplex
ist. Es ist nicht nur eine vermehrte Natriumretention und eine Aktivierung des RAAS,
die einen Hypertonus bei CNI ausmachen, sondern auch die Sympathikusaktivierung
ausgehend von der erkrankten Niere. Gesteigerte sensorische Afferenzen senden bei
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4.2 Sympathikusaktivierung bei Niereninsuffizienz

Schädigung der Niere Signale an integrative sympathische Nuclei im ZNS und wirken
sich so über sympathische Efferenzen auf den Blutdruck aus [36]. Zweifelsfrei trägt der
Hypertonus einen großen Teil zur Progression der Niereninsiffizienz bei. Abbildung
4.1 gibt einen Überblick über den oben beschriebenen Zusammenhang.

Niere

ZNS

Sympathisches Neuron

Widerstandsgefäße

Abbildung 4.1: nach Rump et al. NDT (2000) 15:1735-8

Auf ähnlichem Weg wird durch gesteigerte sympathische Entladungen auch die
sympathische Neurotransmission auf lokaler Ebene im Nierengewebe gefördert, was
zusätzlich die Progredienz der Niereninsuffizienz vorantreibt. Eindrucksvoll nahm
die elektrisch induzierte Noradrenalinfreisetzung nach Nephrektomie in der Wildtyp-
Maus zu und unterschied sich 60 Tage postoperativ signifikant von der Freisetzung in
der scheinoperierten WT-Mausniere. Eine gestörte neuronale Wiederaufnahme von
Noradrenalin konnte für die gesteigerte Neurotransmission nicht ausgemacht werden, da
der Noradrenalin-Reuptake nach SNx im Vergleich mit dem scheinoperierten Wildtyp
nicht beeinträchtigt war. Interessanterweise war die sympathische Neurotransmission
auch schon 10 Tage nach Nephrektomie gesteigert, also mit Beginn der Erkrankung.

Bekannt ist, dass NA und seine Ko-Neurotransmitter, ATP und Neuropeptid Y
(NPY), renovaskuläre und mitogene Effekte vermitteln und so an glomeruloskleroti-
schen Umbauprozessen beteiligt sind. Ein wesentlicher Teil der schädigenden Wirkung
wird über α- und β-Adrenozeptoren vermittelt [13, 37]. Neben den adrenerg-mediierten
zellulär-proliferativen Effekten konnten direkte Effekte der Katecholamine auf die
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4.3 Einwirkungen des α2A-KOs auf die chronische Niereninsuffizienz

Podozytenfunktion nachgewiesen werden [12]. Auch scheinen NA und sein Kotransmit-
ter ATP beide Effekte über spezifische G-Protein-gekoppelte P2-Purinozeptoren zu
vermitteln, wie in Nager- und Menschennieren gezeigt werden konnte [13–15]. Dabei
lässt sich das Ausmaß der Nierenschädigung mit Bestimmung der Mikroalbuminurie
beurteilen.

Mit der α2A-KO Maus erhofften wir uns, die Bedeutung gesteigerter Neurotransmis-
sion und Sympathikusaktivität im Rahmen einer CNI besser abschätzen zu können
und herauszufinden, inwiefern sich glomerulosklerotische Veränderungen an direkten
NA-Effekten festmachen lassen.

4.3 Einwirkungen des α2A-KOs auf die chronische
Niereninsuffizienz

Der α2A-KO ist durch eine erhöhte präsynaptische Neurotransmission charakterisiert.
Welche Bedeutung hat nun die erhöhte angeborene Sympathikusaktivität bei der
transgenen Maus für die Progredienz der chronischen Niereninsuffizienz gegenüber
dem Wildtyp? Die Vermutung liegt nahe, dass die gesteigerte Freisetzung vor allem
der Transmitter NA und ATP durch den Rezeptor-Knockout die mitogenen Effekte auf
die glomerulären und tubulären Strukturen potenziert und so zu einer Akzeleration
der glomerulosklerotisch bedingten CNI bei der transgenen Maus führt. Eine ähnliche
Fragestellung wurde bereits am Herzen untersucht. In diesem Kontext konnte eindeutig
gezeigt werden, dass α2A-KO-Mäuse mit Linksherzinsuffizienz nach Druckbelastung
durch „aortic-banding“ gegenüber dem herzinsuffizienten Wildtyp von einer signifikant
höheren Mortalität betroffen waren. Gestützt auf diese Beobachtung erklärten Brede
und Mitarbeiter, dass dem α2A-AR eine essentielle Funktion in der Prävention des
weiteren Voranschreitens der Herzinsuffizienz zukomme [34]. Wir erwarteten nach In-
duktion einer chronischen Niereninsuffizienz einen ähnlichen Ausgang der Experimente.
Die vorliegenden Ergebnisse stehen aber in einem deutlichen Kontrast zu den Beob-
achtungen von Brede und Kollegen. Albuminurie und Überlebensrate indizieren, dass
die Knockout-Maus im Rahmen einer CNI durch die Deletion des α2A-Adrenozeptor
überraschenderweise begünstigt ist.

Zwar kommt es nach SNx in der KO-Maus gleichermaßen wie beim Wildtyp zu
einem Anstieg des Blutdrucks, allerdings scheint die Nephrektomie erstaunlicherweise
keinen Einfluss auf die renale Neurotransmission in der Knockout-Maus zu haben.
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Daher lässt sich annehmen, dass dem α2A-AR in der Regulation der sympathischen
Neurotransmission eine ausschlaggebende Rolle zukommt.

Wie lässt sich erklären, dass sich der α2A-Knockout nachteilig auf die chronische
Herzinsuffizienz auswirkt, aber das Outcome nach Induktion einer chronischen Nie-
reninsuffizienz verbessert? Es ist denkbar, dass der Grund in der unterschiedlichen
physiologischen Funktionsweise zu finden ist. Am Herzen führt eine Sympathikusakti-
vierung über eine gesteigerte Ionotropie zu einer enormen Druckbelastung; die Niere
unterscheidet sich hingegen grundlegend in ihrer physiologischen Funktionsweise vom
Herzen.

Auch ist es gut möglich, dass sympatho-adrenerge Ansatzpunkte in der Niere im
Vordergrund stehen, die sich in der transgenen Maus an die gesteigerte Neurotrans-
mission angepasst haben oder durch den strukturellen α2A-Knockout aufgehoben
sind.

4.4 Rescue-Mechanismus bei Knockout-Maus

präsynaptisch

postsynaptisch

α2AT1

NA (ATP)

Mitogene Effekte

β2 NA

+

+

α1

Vasokonstriktion

-

+ ?

Vasodilatation

Renalase

Abbildung 4.2: Überblick über sympatho-adrenerge Beziehungen
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Ist dieses Modell der sympathischen Überaktivität fragwürdig, weil sich als Folge
des hohen Angebotes an Noradrenalin Systeme bzw. Rezeptoren angeglichen haben
und sich dadurch die transgene Maus einen Vorteil gegenüber dem Wildtyp in einer
Stresssituation, die die subtotale Nephrektomie darstellt, verschafft hat? Blutdruck-
regulierende Syteme wie das RAA- und NO-System oder prä- und postsynaptisch
gelegene Rezeptoren kommen dabei in Frage. Oder sind durch den α2A-Knockout sich
durch Kommunikation potenzierende Systeme unterbrochen worden und die KO-Maus
profitiert davon? Welche Rolle spielt die kürzlich entdeckte Renalase? (Abbildung 4.2)

4.4.1 Allgemein adaptiert

Die α2A-KO-Maus ist von Geburt an mit einem hohen NA-Angebot konfrontiert und
daran gewöhnt. Möglicherweise bewirkt die subtotale Nephrektomie bei KO deshalb
keine weitere Steigerung der renalen Neurotransmission.

4.4.2 Präsynaptische Untersuchungen

Präsynaptische Interaktion zwischen α2A und Angiotensin II: Angiotensin (Ang) II
fördert die präsynaptische Noradrenalinfreisetzung in vielen sympathisch innervierten
Geweben, auch in der Niere [31, 35, 38–41]. Dabei ist der AT1-Rezeptor für diesen
Effekt hauptverantwortlich [31].

Unsere Untersuchungen bestätigten die Beobachtungen. Bei Experimenten mit
isoliert perfundierten Mausnieren führte exogene Applikation von Ang II bei Nieren
scheinoperierter Wildtyp-Mäuse zu einer signifikanten konzentrationsabhängigen Stei-
gerung der Noradrenalinfreisetzung. Bei der KO-Maus ist zwar die präsynaptische
Neurotransmission nach renaler Nervenstimulation signifikant erhöht, aber die Ergeb-
nisse zeigen, dass der fördernde Effekt von Ang II auf die Noradrenalinfreisetzung
nur noch geringfügig vorhanden ist. Die Möglichkeit, dass die Noradrenalinfreisetzung
durch α2-AR-Blockade schon maximal ist, was eine weitere Steigerung verhindert,
ist unwahrscheinlich, da der β-Adrenozeptoragonist Isoprenalin eine Steigerung von
Noradrenalin im gleichen Umfang mit oder ohne α2-Adrenozeptorblockade im Sa-
menleiter der Ratte auslöste [42]. Hat die „gesteigerte Sympathikusaktivität“ bei
der α2A-KO Maus die Sensibilität des AT1-Rezeptors für Ang II kompensatorisch
reduziert?
AT1-Rezeptoren sind an den Gq/11 - Phospolipase C (PLC) - Proteinkinase C (PKC)

40



4.4 Rescue-Mechanismus bei Knockout-Maus

Transduktionsweg gekoppelt. Der fördernde Ang II-Effekt scheint immer eine simul-
tane Aktivierung (d.h. im Fall des α2-AR eine funktionierende α2-Autoinhibition)
von präsynaptischen Gi/0-Protein-gekoppelten Rezeptoren, wie den α2-Adrenozeptor,
zu benötigen [35, 40, 41, 43]. Die Sensibilität des AT1-Rezeptors wird also nicht
beeinflusst sein, vielmehr scheint hier ein Rezeptor-Crosstalk aufgehoben zu sein.

Trendelenburg und Mitarbeiter versuchten, gezielt einen dafür verantwortlichen Sub-
typen ausfindig zu machen. Sie behaupteten, dass es der α2C- und nicht der α2A-Subtyp
sei, der mit dem AT1-Rezeptor interagiere. Der α2B-Subtyp würde den Crosstalk unter-
stützen [35]. Den vorliegenden Ergebnissen zufolge kommt dem α2A-Rezeptor allerdings
eine größere Bedeutung bei der präsynaptischen Interaktion zwischen AT1- und α2-AR
zu als bis jetzt vermutet, was auch in der Theorie nachvollziehbarer erscheint, da schon
häufig gezeigt wurde, dass der AT1-Rezeptor eine intakte Autoinhibtion benötigt. Und
für diese ist der α2A-Rezeptor eben maßgeblich verantwortlich. Eine beeinträchtigte
α2A-Autoinhintion durch strukturellen α2A-Knockout führte zum Ausbleiben der Wir-
kung von Ang II auf die NA-Ausschüttung.

Interessanterweise decken die Untersuchungen auch auf, dass beim Wildtyp nach
subtotaler Nephrektomie und Sympathikusaktivierung der fördernde Effekt von Ang II
auf die Noradrenalinfreisetzung stark abgeschwächt ist, und zwar schon früh postope-
rativ. Wenn man diese Resultate und die obigen Ausführungen zur Bedeutung einer
funktionierenden NA-Autoinhibition für die Interaktion zwischen präsynaptischen AT1-
und α2A-Rezeptoren im Kontext betrachtet, lassen die Ergebnisse vermuten, dass CNS
bzw. gesteigerte Sympathikusaktivität zu einer Beeinträchtigung der Autoinhition der
präsynaptischen Noradrenalinfreisetzung an der sympathischen Nervenendigung führt.
Klein und Mitarbeiter fanden den konkreten Hinweis, dass die Autoinhibition der NA-
Freisetzung im Hypothalamus von chronisch nierenerkrankten Ratten beeinträchtigt
war [44].

Wie schon häufig beobachtet ist bei chronischer Niereninsuffizienz das Renin-
Angiotensin-System in seiner Aktivität gesteigert und infolgedessen die Konzentration
von Angiotensin II erhöht, was die Sympathikusaktivität zusätzlich triggert [37, 45, 46].
Im zentralen Nervensystem (ZNS) spielt Angiotensin II als Neurotransmitter dabei
eine wesentliche Rolle. Dort kann Ang II die Aktivität des sympathischen Nervensys-
tems über direkte Effekte auf das vasomotorische Zentrum im Hirnstamm stimulieren
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[37].
Da präsynaptische Ang II-Effekte auf die Neurotransmission bei dem subtotal

nephrektomierten Wildtyp mehr oder weniger aufgehoben sind, erscheint es aber
unwahrscheinlich, dass bei bestehender Sympathikusüberaktivität eine zusätzliche
Triggerung auch über präsynaptische AT1-Rezeptoren erfolgt. Zumindest der No-
radrenalin fördernde Effekt von Ang II ist abgeschwächt und trägt somit nicht zur
Potenzierung bei. Neben den zentralen Mechanismen wird demnach der präsynapti-
schen Ang II-Wirkung in diesem Zusammenhang eine untergeordnete Rolle zukommen.

In der Interaktion zwischen präsynaptischen α2-AZ und präsynaptischen AT1-
Rezeptoren wird der Rescue-Mechanismus nicht zu finden sein. Bei beiden Gruppen,
Wildtyp- und Knockout-Maus, ist der Ang II-Effekt auf präsynaptische Noradrenalin-
freisetzung abgeschächt. Die Aufhebung der Wirkung ist zwar ursächlich jeweils ver-
schieden (KO –> strukturelle Unterbrechung der Interaktion durch den α2A-Knockout;
WT –> Unterbrechung der Interaktion durch beeinträchtigte Autoinhibtion bei CNI),
hat aber letztendlich die gleiche Auswirkung.

Präsynaptische Bedeutung des β2-Adrenozeptors: Es gibt Hinweise, dass die präsyn-
aptische Neurotransmission auch über Aktivierung des β2-Adrenozeptors gesteigert
werden kann. Möglicherweise ist dieser infolge erhöhter NA-Ausschüttung in der
transgenen Maus desensibilisiert. Die physiologische Relevanz des β2-Adrenozeptors
wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert und ist letztendlich nicht eindeu-
tig. Mit den β-Adrenozeptoragonisten Clenbuterol (selektiver β2-AR-Agonist) und
Isoproterenol (unselektiver β-AR-Agonist) ließ sich keine Steigerung der Noradrenalin-
freisetzung nach renaler Nervenstimulation bei isoliert perfundierten Mausnieren von
FVB-Wildtyp-Mäusen erzielen (Ergebnisse sind nicht aufgeführt) und deswegen auch
nicht untersuchen, welchen Einfluss der α2A-Knockout auf die präsynaptische Funktion
dieses Adenozeptors hat. Das mag darin begründet liegen, dass der förderende Effekt
von β-Rezeptor-Agonisten auf die sympathische Transmitterfreisetzung variabel und
von verschiedenen Einflussgrößen abhängig erscheint [47].

Expressionsmuster der α2-Subtypen: Reguliert die KO-Maus über die übrigen α2-
Subtypen nach SNx kompensatorisch, wodurch sie sich gegenüber dem Wildtyp einen
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Vorteil verschafft? Bisherige Beobachtungen von anderen Arbeitsgruppen konnten bis
jetzt keinen Beweis liefern, dass es durch den Knockout des α2A-Rezeptors zu einer
Hochregulierung der übrigen α2-Subtypen kommt [16].

Die Noradrenalinfreisetzung aus Nieren von subtotal nephrektomierten α2A-Knockout-
Mäusen nach α-Adrenozeptorblockade mit Phentolamin war bei den verschiedenen
Konzentrationen jeweils geringfügig gesteigert im Vergleich zur Freisetzung aus Nieren
von scheinoperierten KO-Mäusen, so dass die Möglichkeit in Betracht gezogen werden
musste, dass der α2B- und α2C-Subtyp nach SNx vermehrt exprimiert wird. RTq-PCRs
zeigten aber, dass die Expression der α2-Subtypen nach subtotaler Nephrektomie nicht
verändert ist. Somit scheint die subtotale Nephrektomie zumindest auf mRNA-Ebene
keinen Einfluss auf die Expression von α2A-, α2B- und α2C-Subtypen zu haben.

4.4.3 Postsynaptische Untersuchungen

Bis jetzt konnte die Frage nicht beantwortet werden, was den Verlauf der α2A-KO
Maus nach SNx begünstigt. Möglicherweise spielen in diesem Zusammenhang post-
synaptische Rezeptoren eine bedeutende Rolle oder dem α2A-Rezeptor kommt eine
größere postsynaptische Bedeutung als bisher angenommen zu.

Desensibilisierung vasoaktiver Rezeptoren: Es ist verwunderlich, dass die scheinope-
rierte Knockout-Maus sich im systolischen Blutdruck nicht wesentlich vom Wildtyp
unterscheidet, obwohl der Rezeptor-Knockout zu einer vermeintlichen Sympathikus-
überaktivität führt. Vielmehr scheint der Effekt des erhöhten Sympathikotonus in der
KO-Maus auf den vaskulären Widerstand nur minimal zu sein. Andere Arbeitsgruppen
haben vergleichbare Beobachtungen gemacht, dass sich blutdruckregulierende Systeme
aufgrund des chronisch erhöhten Sympathikotonus bei der KO-Maus kompensatorisch
angeglichen haben. Sie hielten es aber auch für möglich, dass eine Umverteilung
des Blutes aufgrund verändertem Ansprechen vasoaktiver Adrenozeptoren auf die
Neurotransmitter stattgefunden hat [21, 48].

Es konnte bereits bei Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass
chronische Infusionen mit einem Agonisten zu einem verminderten Ansprechen der
kardialen β-AR führt [49, 50]. Diese Beobachtung bestätigten Altmann und Mit-
arbeiter bei der α2A-Knockout-Maus auf dem Hintergrund des C57/BL6-Stammes.
Sättigungsbindungsstudien belegten eine signifikante Reduzierung der Empfindlichkeit
kardialer β-AR in der KO-Maus im Vergleich zum Wildtyp. Die Empfindlichkeit der
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β-AR war nachweislich bis zu 25% reduziert [21]. Die vorliegenden Experimente zur
Bestimmung des renalen Gefässwiderstandes nach elektrischer Stimulation (2-15 Hz)
lassen ebenfalls daran denken, dass die vasokonstriktorischen Adrenozeptoren weniger
empfindlich auf Noradrenalin reagieren. Interessant wäre es hier, in Folgeversuchen
gezielt das Ansprechen der Rezeptoren auf exogen appliziertes Noradrenlin mit Hilfe
isoliert perfundierter Nieren zu überprüfen.

Auch ist denkbar, dass vasoaktive Rezptoren des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems in ihrer Wirkungsintensität verändert sind. Der AT1 ist nicht nur präsyn-
aptisch an der Modulation von Noradrenalin beteiligt, sondern beeinflusst auch
postsynaptisch durch Vasokonstriktion den renalen Gefäßwiderstand [51]. Um die AT1-
Vasoaktivität zu überprüfen, wäre die Durchführung von Dosis-Wirkungskurven mit
exogen appliziertem Ang II in aufsteigender Konzentration bei isoliert perfundierten
Nieren von Wildtyp- und α2A-Knockout-Mäusen sinnvoll.

Direkte Effekte des α2A-ARs: Der direkte Einfluss des α2A-Adrenozeptors auf den
Tonus der Blutgefäße wurde in der Vergangenheit kontrovers diskutiert. Zur Verfügung
stehende pharmakologische Daten und Knockout Studien präsentieren Beweise für
sowohl endotheliale Vasodilatation als auch Vasokonstriktion in verschiedenen Geweben
[16, 19, 52–56]. In isoliert perfundierten Nieren von spontan hypertensiven Ratten
(SHR) zeigte sich eine vasokonstriktorische Wirkung des α2-Rezeptors, nachdem die
Niere mit niedrigen Konzentrationen an Ang II unterspült worden war [57]. Zuletzt
konnten Shafaroudu und Mitarbeiter eindeutig eine relaxierende Wirkung des α2A-
Adrenozeptors im Endothel der Mausaorta nachweisen [58]. In unserem Modell zeigten
Methoxamin, ein α1-AR-Agonist, und UK 14.304 , ein α2-AR-Agonist, keinen direkten
Einfluss auf den renovaskulären Widerstand (Daten nicht aufgeführt).

Der direkte Effekt auf den renalen Gefäßwiderstand ist letztendlich aber fraglich
und fällt vermutlich eher gering aus.

Wenig Augenmerk wurde allerdings bis jetzt auf mitogene Effekte, also direkte
Einflüsse auf glomeruläre und tubuläre Strukturen, ausgehend vom postsynaptischen
α2A-Adrenozeptor gelegt.

Postsynaptische Interaktion zwischen α2A-AR und Angiotensin II: Sympathisches Ner-
vensystem und Renin-Angiotensin-System interagieren auf verschiedenen Ebenen, um

44



4.4 Rescue-Mechanismus bei Knockout-Maus

den Gefäßtonus und den arteriellen systolischen Blutdruck zu regulieren. Auch auf der
postsynaptischen Seite bestehen derartige Wechselwirkungen (Abbildung 4.2). Der
α2A-AR ist dabei involviert und es wurde gezeigt, dass er indirekt zur Steigerung der
renovaskulären Resistance beiträgt.

Abbildung 4.3: nach Jackson et al. 2005

Der renale α2A-Adrenozeptor verstärkt, insbesondere in Tieren mit genetischer Hy-
pertension, die Angiotensin II-induzierte renale Vasokonstriktion [59, 60]. Untersuchun-
gen zeigten, dass eine ausgeprägte Interaktion auf Transduktionsebene (Abbildung 4.3)
auf dem Level der Phospholipase C (PLC) besteht, die im Folgenden die Proteinkinase
C (PKC) aktiviert [61]. NADPH-Oxidase/Superoxid und RhoA/Rho-Kinase sind invol-
viert bei dem Mechansimus der Interaktion zwischen α2-Adrenozeptor und Ang II auf
die renovaskuläre Resistance: PLC–> PKC–> c-src–> NADPH-Oxidase/Superoxid–>
RhoA/Rho-Kinase [62].

Studien zeigten, dass die Fähigkeit des α2-Adrenozeptors, die Ang II-induzierte
Vasokonstriktion in vivo [59] und in vitro [60] zu verstärken, wesentlich ausgeprägter in
Tieren mit genetischer Hypertension als in normotensiven Tieren, aber auch in Tieren
mit nicht-genetisch bedingter (sekundärer) Hypertonie ist. Diese Untersuchungen stel-
len folglich in Frage, ob der Interaktion zwischen postsynaptischem α2A-Adrenozeptor
und AT1-Rezeptor im Wildtyp nach Induktion der renoparenchymatosen Hypertonie
tatsächlich eine besondere Bedeutung zukommt. Es bleibt also zu prüfen, inwieweit sich
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der FVB-Wildtyp von der α2A-Adrenozeptor-Knockout-Maus, bei der die Interaktion
zwischen den beiden Rezeptoren unterbrochen ist, in der renovaskulären Resitance
unterscheidet.

Ang II ist neben den gefäßwirksamen Wirkungen auch verantwortlich für AT1-
Rezeptor-vermittelte inflammatorische und fibrotische Antworten [63–65]. Angenom-
men, es besteht eine derartige postsynaptische Interaktion zwischen AT1- und α2A-AR
wie oben ausgeführt, wäre zu klären, ob der α2A-AR auch diesen Effekt potenziert.

4.4.4 Renalase

Die Renalase, eine Monoamino-Oxidase, die zum größten Teil in der Niere, aber auch
in geringeren Mengen in Herz, Skelettmuskel und Leber gebildet und ins Blut sezer-
niert wird, metabolisiert zirkulierende Katecholamine und ist im Plasma chronisch
nierenerkrankter Patienten deutlich reduziert(, was die Theorie von erhöhten Leveln an
Katecholaminen bei CNS unterstützt)[25]. Li und Mitarbeiter untersuchten mit dem
Modell der 5/6 Nephrektomie den Effekt von CNI auf Renalase-Plasmalevel und ihre
Regulation durch zirkulierende Katecholamine [66]. Die Resultate ihrer Experimente
geben Hinweise darauf, dass die Renalase eine Schlüsselrolle in der Regulierung des
Sympathikotonus und Blutdrucks durch Modulierung der Druckantwort des adrener-
gen Systems spielt.

Um Funktion und Bedeutung der Renalase besser zu verstehen, führten wir, wie
im Ergebnisteil dargestellt, RTq-PCRs bei Wildtyp- und Knockout-Mäusen durch.
Anders als erwartet zeigte sich im Expressionsmuster der Renalase auf mRNA-Ebene
kein Unterschied zwischen Wildtyp- und Knockout-Maus. Wir vermuteten hier eine
gesteigerte Expression in Nieren von Knockout-Mäusen als Reaktion auf die gesteigerte
sympathische Neurotransmission. In nephrektomierten Mäusen deutete sich zwar durch
unsere Untersuchungen eine Regulation der Renalase auf mRNA-Ebene an, allerdings
war die Expression bei WT- und KO-Mäusen eher vermindert.

Die bisherige Datenlage über die Renalase ist sehr einseitig und die Bedeutung für
die Regulation des sympathischen Systems bleibt letztendlich unklar.
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4.5 Schlussfolgerung
Dem α2A-Adrenozeptor kommt eine wichtige Rolle bei der präsynaptischen Regulie-
rung der Transmitterausschüttung zu. Die Hypothese, dass die gesteigerte Freisetzung
von Noradrenalin und ATP zu einer beschleunigten Progression der chronischen Nie-
reninsuffizienz führt, war allerdings nicht zu beobachten. Vielmehr scheinen Rescue-
Mechanismen der KO-Maus die bei der Wildtyp-Maus beobachtete Steigerung der
Transmitterfreisetzung nach SNx zu verhindern und aufgehobene postsynaptische
Effekte ausgehend von α2A-Rezeptoren möglicherweise glomerulosklerotische Prozesse
zu verlangsamen.

Trotz erheblichen Zuwachses an Wissen über Rezeptoren des adrenergen Sytems ist
es unbekannt, ob die weite Bandbreite an klinischen Wirkungen von α2-Agonisten
tatsächlich durch den „klassischen“ präsynaptischen α2-Autorezeptor mediiert wird
oder ob und zu welchem Grad non-adrenerge Zellen (postsynaptische Anteile) des
α2-Adrenozeptors involviert sind.

Den obigen Ausführungen zu Folge spricht sehr vieles dafür, dass postsynaptische
sympatho-adrenerge und möglicherweise Ang II-mediierte Effekte ausgehend von
non-adrenergen Zellen des α2A-ARs in diesem Zusammenhang eine bedeutende Rolle
spielen. Anscheinend ist die klinische Bedeutung des postsynaptischen α2-ARs als
Anlaufstelle für das sympathische Nervensystem und somit auch für die Pharma-
kotherapie größer als bis jetzt angenommen. Weiterführende Untersuchungen der
Signalwege geknüpft an die non-adrenergen Zellen des α2-Adrenozeptors werden zu
einem besseren Verständnis der Rezeptor-Subtypen und der funktionellen Vielfalt
innerhalb des adrenergen Systems führen and können den Weg zu neuen therapeu-
tischen Zugängen für effizientere Sympatholytika, wie α2-Pharmakons, mit weniger
unerwünschten Nebenwirkungen bahnen; möglicherweise werden neue Erkenntnisse
aber auch ein Umdenken bezüglich therapeuthischer Strategien verlangen.

Ein transgenes Mausmodell, bei dem der Dopamin β-Hydroxylase (DBH)-Promoter
verwendet wird, um nur die adrenergen bzw. präsynaptischen Neuronen des α2-
Adrenozeptors zu exprimieren (Abbildung 4.4 (b)) [32], kann bei der Beabtwortung
der Frage, ob die Ursache des ungünstigeren Verlaufes der FVB-Wildtyp Maus nach
subtotaler Nephrektomie in dem postsynaptischen α2A-Rezeptor zu suchen ist, weiter-
helfen.
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4.5 Schlussfolgerung

(a) α2A-Knockout Maus (b) dbh-α2A transgene α2A-KO Maus

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung einer dbh-α2A transgenen α2A-KO-Maus
im Vergleich zur α2A-Knockout-Maus. Verwendung des DBH-Promotors ermöglicht
ein selektives Ablesen der Sequenzen, die für die adrenergen Anteile des α2A-AR
codieren.

Falls postsynaptisch lokalisierte α2A-Adrenozeptoren den Rescue-Mechanismus lie-
fern, ist zu erwarten, dass auch diese generierte transgene Knockout-Maus gegenüber
dem Wildtyp nach subtotaler Nephrektomie begünstigt ist. Der Grund hierfür wird in
den postsynaptischen Anteilen des α2A-Adrenozeptors und in den von ihnen ausge-
henden vaso- und mitogenen Effekten liegen, vor denen die dbh-α2A transgene Maus
durch den Knockout gezielt geschützt ist.
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5 Zusammenfassung

Die Mechanismen gesteigerter renaler Neurotransmission bei chronischer Niereninsuffi-
zienz (CNI) sind nach wie vor unklar. Hierfür wurden die Auswirkungen experimentell
induzierter Niereninsuffizienz auf die renale Neurotransmission in α2A-Adrenozeptor
Knockout-Mäusen (KO) untersucht. KO- und Wildtyp- (WT) Mäuse unterliefen ent-
weder 5/6 Nephrektomie (SNx) oder einer Scheinoperation (Sham). Die Noradrenalin
(NA) -Ausschüttung nach renaler Nervenstimulation (RNS) war in Sham KO- vergli-
chen mit der WT-Maus signifikant gesteigert. α2-Adrenozeptorblockade erhöhte die
RNS induzierte NA-Ausschüttung in WT, wohingegen kein Effekt bei der KO-Maus
beobachtet werden konnte, was indiziert, dass keine anderen präsynaptischen α2-
Adrenozeptorsubtypen entscheidend für Autoinhibition sind. Nach SNx entwickelten
KO- und WT-Mäuse beide einen hohen Blutdruck. Überraschenderweise weist die WT-
Maus nach SNx eine ausgeprägtere Mikroalbuminurie auf. Auch die Mortalitätsrate
war beim Wildtyp höher als bei der KO-Maus. 60 Tage nach SNx war die RNS indu-
zierte renale Neurotransmission bei der WT-Maus signifikant erhöht, bei der KO-Maus
jedoch nicht. Der Effekt der α2-Adrenozeptorblockade auf die renale NA-Ausschüttung
war nach SNx bei der WT-Maus allerdings abgeschwächt. Realtime-PCR zeigte, dass
SNx keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von α2A-, α2B- and α2C-Subtypen hat.
Angiotensin (Ang) II verstärkte die RNS induzierte NA-Ausschüttung beim Sham-WT,
aber nicht bei Sham-KO-Mäusen, was eine entscheidende Rolle des α2A-Adrenozeptors
in der Regulation der Ang II-induzierten Steigerung der renalen Neurotransmission
indiziert. Der verstärkende Effekt von Ang II auf die renale NA-Ausschüttung war
bereits 10 Tage postoperativ in der WT-Maus aufgehoben. Die vorliegenden Untersu-
chungen zeigen, dass die renale sympathische Neurotransmission bei Niereninsuffizienz
gesteigert ist. Da diese Effekte in der α2A-KO-Maus abgeschwächt waren, kann man
spekulieren, dass dieser Rezeptor eine ausschlaggebende Rolle bei der Regulation
der renalen sympathischen Neurotransmission spielt. Eine Bedeutung der Monoami-
nooxidase Renalase bei CNI konnte nicht bestätigt werden. Welche Mechanismen die
α2A-Adrenozeptor-KO-Maus vor der beschleunigten Progression der CNI schützt, sind
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5 Zusammenfassung

noch nicht eindeutig geklärt. Es gibt Hinweise, dass postsynaptisch vermittelte Effekte
hierfür verantwortlich sind. Experimente an einer transgenen Maus sind geplant, bei
der lediglich die präsynaptischen Anteile des α2A-Adrenozeptors exprimiert werden.
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