LOKALISATION VON CYTOCHROMOXIDASEN UND
LIPOXYGENASEN IN DER RATTENNIERE

R

Universitat Regensburg

DISSERTATION ZUR ERLANGUNG DES
DOKTORGRADES DER
ZAHNMEDIZIN
DER FAKULTAT FUR BIOLOGIE UND
VORKLINISCHE MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

vorgelegt von
Christos Lattas

aus
Hof

im Jahr
2024






LOKALISATION VON CYTOCHROMOXIDASEN UND
LIPOXYGENASEN IN DER RATTENNIERE

R

Universitat Regensburg

DISSERTATION ZUR ERLANGUNG DES
DOKTORGRADES DER
ZAHNMEDIZIN
DER FAKULTAT FUR BIOLOGIE UND
VORKLINISCHE MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

vorgelegt von
Christos Lattas

aus
Hof

im Jahr
2024



Dekan: Prof. Dr. Ralph Witzgall

1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Armin Kurtz

2. Berichterstatter: Prof. Dr. rer. nat. Rudolf Fuchshofer

Tag der miindlichen Priifung: 08. Oktober 2024



Inhaltsverzeichnis

L BINICIUNG ..ottt s S.5
I.1. Aufbau und Funktion der Niere . .. S5
1.2. Cyclooxygenasen ............c.cc....... ..S.8
1.3. Lipoxygenasen ... .. S.8

1.3.1. Lox-5....... .89
1.3.2. Lox-12.. .. S.11
1.3.3. Lox-15............ ..S.13
L.4. CytoChrOmMOXIAASEIL .....cveviuieiiuirieinieinteteietetet ettt ee S.14
L4.1. Cyp4Al, CypAA2, CYPAAS ..ottt S.15

14.2. Cyp2C11, Cyp2C23

L.5. Ziele der VEISUCKHE .......cceeiieieriieieeiecieiteie ettt sttt enae s e nsaenees

TI IMLALETIAL ..ottt ettt e e e et e ete e e ta e e aae e baeesseessbeessseeesseesnsaaenseaans S.23
TI 1. GEIALE .eeeeveeeiieeiie ettt ettt e et e et e et e et e esabeessbeesabeessseessbeeenseeansaeenssaesseennes S.23
I1.2. Verbrauchsmaterial . S.24
I1.3. Chemikalien .. .. 5.24
IL.4. Enzyme ............ .. S8.25
I1.5. BioChemiKAIEN ....cc.ceoiiiiiiiiciieciie ettt e e b e aeeeeaae e S.26
I1.6. Losungen, Puffer und Gel ..........cccoeiveineiinieinicinicinenccneeneecseeseeneseeveneenens S.26
TL7. THETE veeeveeeeeeieteeiiee ettt ettt e et e s te et e et e s st e beesbeeesesasesseessasssessaessesssessaassanssesssanes S.28

TIL  MIETNOAEI ...ttt et et aa e e tae e aaeeenbeeeaseesaseeeeseaenneeans S.29

TIL 1. MIKIOQiSSEKIION ....veiiiiiiiieciiicciie ettt ettt et tae e v e e saeeeeaae e aneeeaaee e S.29
IL2. Isolierung der RNA ....cc.ciiiiiiiiiiciececeeeectce ettt S.30
II1.2.1. SchutzmaBnahmen ................... .. S.30
II1.2.2. Isolierung der RNA der Tubuli ... ..5.31
II1.3. Reverse Transkription (RT) ........... ..S5.32
II1.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) .... .S.33

[I1.4.1. Durchfithrung der PCR-Versuche .. S.33
IIL.5. Auswertung der PCR ...................... .. 8.35
TI1.5.1. GeleleKtrophOIeSe .........ccceieiririiriiriinieeieeieseste ettt S.35
IV EIEDIISSE ..ot s S.36
IVLT LOX-12 ottt ettt ettt S.44
IV.2. Lox-15 . S.46
IV.3. Lox-5 ... .. 5.49
IV.4. CypdAl ..cccvcnnne .. 5.52
IV.5. Cyp4A2 und Cyp4A3 .. S.54
IV.6. Cyp2C23 ... .. S.57
IV.T CYP2CTT ettt ettt S.59
IV.8. Gesamtiibersicht der graphischen Verteilung der Lipoxygenasen und
Cytochromoxidasen an der Rattenniere ............c..cocevererierenenenienienieeieeee S.61



V. DISKUSSION ..viviiiieiieieeiesiteieeteste e etesesesteesbeesaesseesseesseessesseessesssesseessesssessesssenssenseenns
V.1.Lox-12 ...
V.2. Lox-15 ...
V.3.Lox-5 ...
VAU CYPAAT ottt ettt ettt
V.5. CypdA2 und CYPAAT ..ottt S.69
V.6. Cyp2C23
V.7. Cyp2Cl11

VI ZUSAMMENTASSUING .....coueeuiiiieiieiiitietieieete ettt sttt e ste e beste e besbe b et e ste e ente e enseneeneenes S.74
VIL LiteraturverZEiChNIs .........cccuvueoiiieiiiiinieiiiiiieiecieeeeeee e S.76
VIIL ANNANG ..eiiiiiiiiiiiic s
VIIIL.1. Abkiirzungsverzeichnis .. S.
VIIL.2. Abbildungen und Tabellen .........cccoceverireniininienieeieeeeeeeee e S.83
IX. DanKSAZUNE .....ooviiiiiiiiiiiiiiiieeieste ettt S.86
X LebenSlauf .......c.cciviiiiiiici e S.87



L. Einleitung

1.1. Aufbau und Funktion der Niere

Die Niere ist ein paariges, retroperitoneal beidseits der Wirbelsdule gelegenes Organ mit
exkretorischer und inkretorischer Funktion. Sie wird umhiillt von der Capsula fibrosa, der
Capsula adiposa und der Fascia renalis (39). Morphologisch kristallisieren sich zwei Zonen
heraus, namlich die duBere Rindenschicht (=Cortex) und eine innere Markschicht (=Medulla).
Die Markschicht ldsst sich nochmals in eine duflere und eine innere Medulla differenzieren.
Die Niere besteht aus zahlreichen funktionellen Einheiten, den Nephronen, in denen der Harn
gebildet wird. Das Nephron besteht aus einem Glomerulus und einem Tubulusapparat, der in
proximale und distale Abschnitte und das Sammelrohr unterteilt werden kann.

Der genaue Aufbau des Nephrons wird in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Aufbau des Nephrons.

Die gestrichelten Linien unterteilen das Nephron von auflen nach innen in Kortex (Cortex),
duBere Medulla (OM) und innere Medulla (IM). PCT bezeichnet den proximalen konvoluten
Tubulus, PST den proximalen geraden Tubulus, dTL und TL den ab- und aufsteigenden
diinnen Teil der Henle-Schleife in der duBeren und inneren Medulla, mTAL und cTAL den
aufsteigenden dicken Teil der Henle-Schleife, DCT den distalen konvoluten Tubulus, CCD
und CT das kortikale Sammelrohr mit verbindendem Tubulisegment und OMCD und IMCD
Sammelrohre der dufleren und inneren Medulla.



Die Niere iibernimmt lebenswichtige Funktionen. Eine grofie Rolle spielt die Exkretion von
harnpflichtigen Substanzen, Stoffwechselendprodukten und Giften, wie Harnsédure, Harnstoff
und Medikamente. Gleichzeitig kann sie wertvolle Blutbestandteile, wie z. B. Glukose und
Aminoséuren aus dem Ultrafiltrat konservieren. Daneben iibernimmt sie wichtige Funktionen,
wie z.B. die Produktion von Harn und die Konzentrierung des Harns zur Regulierung des
Wasser- und Elektrolythaushalts (Osmoregulation) (39). Damit ist eine Konstanz des
Volumens und der Osmolalitit des Extrazelluldrraumes gewahrleistet (47). Dies geschieht
durch kontrollierte Resorption und Sekretion der filtrierten Elektrolyte im Tubulussytem der
Niere. Dariiber hinaus erfolgt in den distalen Abschnitten und im Sammelrohr eine regulierte
Wasserresorption. Sie ist aulerdem an der Regulation des Sdure-Base-Haushalts und am
Calcium- und Phosphatstoffwechsel beteiligt (39). SchlieBlich werden in der Niere Hormone
und Metabolite wie renales Angiotensin II, Erythropoetin, Kalzitriol und Prostaglandine
produziert (39) (47). Bei diesen Prozessen ist eine Vielzahl von Mediatoren beteiligt. Eine
wichtige Gruppe dieser Mediatoren wird iiber Cyclooxygenasen, Lipoxygenasen und
Cytochromoxidasen aus der Arachidonsdure (AS) gebildet (siche Abbildung 2!). Die AS ist
eine vierfach ungesittigte C20-Fettsdure (Eicosatetraen-Saure), ein haufiger Baustein der

Phospholipide in Zellmembranen und wird durch Phospholipase Az freigesetzt (27).
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L.2. Cyclooxygenasen

Die AS dient Cyclooxygenasen (Isoenzyme 1 und 2, Cox-1 und Cox-2) und der Lipoxygenase
als Substrat. Das Isoenzym Cox-1 ist in den meisten Geweben konstitutiv exprimiert. Im
Gegensatz dazu wird Cox-2 hdufig erst in physiologische und pathophysiologische Prozesse
induziert, z. B. unter der Einwirkung von Entziindungsmediatoren (Interleukinl und
Tumornekrosefaktor o) (27). Mittels Cyclooxygenasen entstehen schlieBlich iiber cyclische
Endoperoxide die Eicosanoide Prostaglandin, Thromboxan und Prostacyclin (siche Abbildung
2!). Prostaglandine der Serie II fithren zur Vasodilatation und Bronchodilatation. Bei
entziindlichen Prozessen verursachen sie Schmerzen, Fieber, Rotungen und Schwellungen.
Prostaglandinderivate werden zur Weheneinleitung, zur Prophylaxe eines Magenulcus bei
Therapie mit Sdureantiphlogistika und bei Durchblutungsstérungen therapeutisch eingesetzt
(27) (38). Thromboxan A2 vermittelt seine Wirkungen iiber den Thromboxan-Rezeptor. Es
wirkt vasokonstriktorisch und stimuliert die Thrombozytenaggregation. Prostacyclin wirkt
vasodilatatorisch, hemmt die Thrombozytenaggregation und sorgt fiir die Homoostase der

Niere.

1.3. Lipoxygenasen

Lipoxygenasen sind Enzyme, welche mehrfach ungesittigte Fettsduren mit zwei
Sauerstoffatomen zu Eicosanoiden oxidieren. Sie gehoren folglich zur Gruppe der
Dioxygenasen. Auch mittels der Lipoxygenasen entstehen aus der Arachidonsdure eine Reihe
von Produkten, die im Folgenden niher erldutert werden. In der Niere sind vor allem die
Lipoxygenase 5 (Lox-5), die Lipoxygenase 12 (Lox-12) und die Lipoxygenase 15 (Lox-15)

von Bedeutung (siehe Abbildung 2!).



L3.1. Lox-5

Mittels der Lox-5 entstehen Leukotriene. Leukotriene gehoren wie die Prostaglandine zu den
Eikosanoiden und sind korpereigene Metabolite des AS-Stoffwechsels. Die Lox-5 katalysiert
die Reaktion der AS iiber 5-Hydroperoxy-eicosatetraensidure (5-HPETE) und iiber 5-
Hydroxyeicosatetraensdure (5-HETE) zu Leukotrien A4 (LTA4). Das sehr instabile Epoxid
LTA4 ist die direkte Ausgangsverbindung zur Biosynthese verschiedener Leukotriene. So
bilden sich aus dem LTA4 die Peptido-(Cysteinyl-) Leukotriene Leukotrien C4 (LTC4),
Leukotrien D4 (LTD4), Leukotrien E4 (LTE4) und das Hauptprodukt der Lox-5, das
Cysteinyl-freie Leukotrien B4 (LTB4), das chemotaktisch wirkt. LTC4, LTD4 und LTE4
wirken bronchokonstriktorisch und erhohen die Kapillarpermeabilitit (siche Abbildung 2!).
Die Umwandlung der Leukotriene geschieht mithilfe der Enzyme LTA4-Hydrolase, LTC4-
Synthase, y-Glutamyltransferase sowie der Dipeptidase. Im Syntheseweg der Leukotriene
spielt dabei das Lox-5 aktivierende Protein (FLAP) eine regulierende bzw. auslsende Rolle
(21). Die Umwandlung der AS in LT erfolgt dabei nach Anlagerung freier AS an die Lox-5
durch das FLAP.

Lipoxygenasen bzw. deren Produkte konnen eine Reihe von wichtigen Funktionen
iibernehmen. So sind Leukotriene als ,,slow reacting substances* stark wirksame Mediatoren
entziindlicher bzw. allergischer Reaktionen. Sie wirken unter anderem chemotaktisch, d. h.,
sie sind in der Lage, neutrophile Granulozyten zu locken. Sie wirken aulerdem
bronchokonstriktorisch und vasoaktiv, d. h., sie fordern die Gefdlpermeabilitit und konnen
zur Odembildung fiihren. AuBerdem konnen sie Suppressorzellen aktivieren und mit
Interleukinen und Interferonen eine Wechselwirkung eingehen. Zusammen mit den
Prostaglandinen rufen sie das Spektrum der Symptome hervor, welches eine Entziindung

charakterisiert. Zu diesen Symptomen zihlen R6tung, Wérme, Schwellung und Schmerz.



Auch in der Niere, vor allem in den proximalen Tubuli spielt Lox-5 eine grofle Rolle. Hier
erhoht sich der diuretische und natriuretische Effekt der Niere bei Gabe des Vasokonstriktors
Endothelin. Dieser Effekt ist abhingig von einer direkten Reaktion in den proximalen Tubuli
und wird wohl durch die Lox-5 bzw. ihre Produkte vermittelt, da Versuche an der Ratte
zeigten, dass durch den Lox-5-Inhibitor L-651,392 eine Erhthung der FlieBrate bei
intravendser Endothelingabe verhindert wird (36). In derselben Versuchsreihe wurde gezeigt,
dass auch durch den Leukotrien C4/D4-Rezeptor-Antagonist 1.-649,923 eine Erhhung des
diuretischen und natriuretischen Effekts bei intravenoser Endothelingabe verhindert wird.
Bei einer Glomerulonephritis wird durch Leukozyten eine Reihe von Mediatoren der AS-
Kaskade freigesetzt. Dazu gehoren Lox-5-Produkte, wie z. B. Leukotriene D4 und B4 (LTD4
und LTB4). LTD4 und andere Leukotriene scheinen eine zentrale Rolle bei der Reduzierung
der glomeruliren Filtrationsrate (GFR) in der akuten Phase dieser Erkrankung durch ihre
vasoaktive Wirkung zu spielen und damit eine Verschlechterung der Entziindung zu
bewirken. Das bedeutet, dass eine Hemmung der Lox-5 und somit ihrer Produkte eine
sinnvolle Behandlungsmdoglichkeit dieser Erkrankung sein konnte (S).

Bei einem Versuch wurde an Ratten eine mesangiale Zellimmunerkrankung durch einen
monoklonalen Antikorper ausgelost. Bei dieser Erkrankung kam es zu einem Abfall der GFR
und des renalen Blutflusses (RBF), einer verstiarkten glomeruldren Leukozyten-Infiltration
und zur Synthese von Thromboxan B2, 12-Hydroxyeicosatetraensédure (12-HETE) und LTB4.
Wurde die Ratte mit MK-886, einem Lox-5-Inhibitor, vorbehandelt, war der Abfall der GFR
und des RBF teilweise verbessert und die glomerulidre LTB4-Synthese komplett gehemmt
(23). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Lox-5 bzw. ihre Produkte eine wichtige Rolle bei
immun-vermittelten Nierenerkrankungen spielt und eine pharmakologische Hemmung dieser

Mediatoren einen hohen therapeutischen Wert haben konnte.
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Weiterhin beeinflusst die Lox-5 die Zellproliferation bei einer nephrotoxischen Serum-
Nephritis (NSN) negativ. Versuche an Ratten zeigten, dass sich durch Gabe des Lox-5-

Inhibitors MK-886 die glomerulire proliferative Aktivitit wieder verbesserte (56).

1.3.2. Lox-12

Die Lox-12 ist wie die Lox-5 ein Katalysator der Arachidonsidurekaskade. Thre Endprodukte
sind iiber das Zwischenprodukt 12-Hydroperoxy-eicosatetraensédure (12-HPETE) die
12-HETE und das Hepoxilin, das sich durch Oxidation abspaltet, Entziindungsprozesse
fordert und vasodilatatorisch wirkt (siche Abbildung 2!). Die Lox-12 spielt bei Diabetes eine
wichtige Rolle. So korrelieren strukturelle Verinderungen bei mesangialen Zellen von Ratten
mit einer diabetischen Nephropathie bzw. bei mesangialen Zellen von Ratten, die einer
erhohten Glucosekonzentration ausgesetzt werden, mit einer gesteigerten Lox-12 mRNA (17).
Diese Ergebnisse weisen der Lox-12 eine wichtige Rolle bei der Pathogenese einer
diabetischen Nephropathie zu. AuBerdem ist die Lox-12 an der Steuerung der renalen Na*-K*-
ATPase-Aktivitidt im proximalen konvoluten Tubulus (PCT) beteiligt. Dieser Effekt ist jedoch
altersabhingig. Denn eine Inhibition der Na*-K*-ATPase im PCT wurde bei SAuglingsratten
durch den Lox-12-Inhibitor Baicalein gehemmt, nicht jedoch bei adulten Ratten. Dagegen
fithrte der Inhibitor 17-Octadecensdure zu einer Blockierung der Inhibition der Na™-K*-
ATPase bei adulten Ratten, aber nicht bei Sduglingsratten. Weiterhin blockierten sowohl die
12-HETE als auch die 20-HETE die Na*-K*-ATPase im PCT verstirkt bei den
Sduglingsratten. Die Lox-12 mRNA konnte nur im Cortex von Séuglingsratten entdeckt
werden (22).

Weitere Studien an kortikalen Nierenanteilen von Ratten belegen eine hemmende Wirkung
der Lox-12-Produkte 12-HPETE und 12-HETE auf die Reninfreisetzung. Fiir die

Reninhemmung wurden dabei geringere Mengen 12-HPETE als 12-HETE bendétigt (3).
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Prostacycline dagegen induzieren die Freisetzung von Renin. Auch hier blockierte eine
Behandlung mit 12-HPETE und 12-HETE die durch Prostacycline induzierte
Reninfreisetzung. Dies zeigt, dass 12-HETE nicht nur ein potentieller Modulator des
Einflusses von Prostacyclinen auf Renin ist, sondern dass diese Stoffe in Zellen kritische
Faktoren fiir die Reninfreisetzung in den juxtaglomeruldren Zellen sein konnten (1). In diesem
Zusammenhang scheint auch Angiotensin II (ANG II) eine Bedeutung zu haben. Bei einem
weiteren Versuch unterdriickte ANG II die Reninfreisetzung und stimulierte die Lox-12-
Formation in den kortikalen Nierenanteilen und in einem mit juxtaglomeruldren Zellen
angereicherten Priparat. Die Lox-Blocker BW755c¢ und Baicalein schwichten die ANG II-
Reninhemmung ab und senkten die 12-HETE-Formation. Cyclooxygenase- oder Lox-5-
Blocker veridnderten dagegen den Renin- sowie den 12-HETE-Spiegel nicht. Die hemmende
Wirkung von ANG II auf Renin scheint also nicht iiber den Cyclooxygenase- oder den Lox-5-
Weg, sondern iiber das Lox-12-Produkt 12-HETE vermittelt zu werden. Dies zeigt, dass die
Lox-12-Produkte eine zentrale Rolle bei der Reninfreisetzung spielen konnten (2). Es gibt
Beobachtungen, die auf eine physiologische Bedeutung der Renin-Sekretions-Regulation der
juxtaglomerulédren Zellen durch Lox-Produkte hindeuten. 12-HPETE- und 12-HETE-Blocker
reduzieren den arteriellen Blutdruck und sind Stimulatoren fiir eine erhohte Plasma-Renin-
Konzentration (PRC). So zeigte sich bei einem Versuch an Ratten, dass durch eine
Blockierung der Lox-12 die 12-HETE-Produktion unterdriickt wird und somit sich die PRC
um das 2-3-fache steigert. AuBerdem steigerte sich die Reninfreisetzung in der Niere. Die 12-
HETE dagegen blockierte die Erhhung der Reninfreisetzung génzlich. In diesem Versuch
bekam eine Gruppe der Versuchstiere hohe Salzmengen, die andere Gruppe eine reduzierte
Salzdosis. Die Gruppe der Versuchstiere, die eine hohe Salzmenge bekamen, wies eine
betrachtlich hohere 12-HETE-Konzentration am Cortex der Niere auf als die Gruppe, deren
Salzdosis reduziert war. Eine chronische Gabe eines Lox-Blockers fiihrte bei diesen beiden

Gruppen zu hoheren PRC-Werten als bei den Gruppen, die diesen Blocker nicht bekamen.
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Lox-Blocker sind also mogliche Stimulatoren der PRC. Das zeigt, dass es eine physiologische
Unterdriickung der Reninfreisetzung durch Lox-Produkte gibt, die wihrend hoher
Salzeinnahmen wirksam sind. Hohe Salzeinnahmen verstérken also die Unterdriickung der
PRC durch die kortikale Lox-12-Aktivitit (51). Beobachtungen bei einer nephrotoxischen
Serumnephritis (NSN), die einen signifikanten Abfall der glomerulédren Filtrationsrate (GFR)
sowie des renalen Blutflusses (RBF), eine Erhchung der glomerulidren polymorphkernigen
Leukozyten und eine Steigerung der Synthese von Thromboxan B2, LTB4 und 12-HETE
bewirkt, zeigten, dass sich bei einer Blockierung der Lox-12 und somit der 12-HETE das
Absinken der GFR und RBF vermindert (55). Der gleiche Effekt wurde bei Blockierung der
Lox-5 beobachtet. Dies zeigt, dass die Lox-12 und Lox-5, und besonders deren Produkte 12-
HETE, sowie LTB4, LTD4 und LTC4 auch bei der NSN eine besondere Rolle spielen. Man
nimmt auBerdem an, dass der Lox-12-Metabolit 12-HETE und andere Metabolite am
mesangialen Zellwachstum beteiligt sind, denn bei Tests mit einem Lox-12-Inhibitor wurde

eine Hemmung des Zellwachstums beobachtet (34).

L3.3. Lox-15

Eines der Produkte der AS ist die entziindungshemmende 15-Hydroxyeicosatetraensdure (15-
HETE) bzw. Lipoxin (LX). Sie wird durch die Lox-15 wird iiber die Zwischenstufe der 15-
Hydroperoxy-eicosatetraenséure (15-HPETE) katalysiert (siche Abbildung 2!). Die Lox-15
und ihre Produkte wirken vermutlich als Antagonisten der Lox-5-Derivate LTC4, LTD4 und
LTB4 und konnen somit moglicherweise deren Eigenschaften bei einer Glomerulonephritis,
wie z.B. die Reduzierung der GFR, die vermehrte Proteinurie und die verstirkte glomerulire
Schidigung, die durch polymorphkernige neutrophile Leukozyten verursacht wird,
unterdriicken. Auf die Erkrankung folgend werden die glomerulédre LT-Synthese unterdriickt,

die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten durch Makrophagen ersetzt und die
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glomerulidre Bildung des Lox-15-Derivats 15-HETE, einem Vorgéngermolekiil fiir die
Lipoxin-Biosynthese, steigt im Laufe der Tage bis Wochen zunehmend an. D. h., dass die
Aktivierung der Lox-15 und ihrer Produkte als Folge der Lox-5-Aktivitit ein
antiphlogistisches Signal sein konnte, welches den entziindlichen Prozessen der Leukotriene
entgegenwirkt (4). Tests an Rattennieren zeigten dies bereits. Bei diesen Tests wurde das
menschliche Lox-15-Gen in die Nieren transfiziert und drei Tage spiter eine
antikorpervermittelte Glomerulonephritis erzeugt. Bei den Nieren, in denen die humane Lox-
15-mRNA exprimiert wurde, konnten die glomeruldren Funktionen, wie GFR und die
Proteinexkretion, sowie ex vivo die Biosynthese von LTB4 erhalten bleiben bzw. wieder
normalisiert werden. Bei den Kontrollgruppen dagegen, in denen keine Lox-15-mRNA
transfiziert wurde, war das nicht der Fall (31). SchlieBlich iiben die Lox-15- Produkte 15-
HPETE und 15-HETE ebenso wie die Lox-12-Produkte 12-HPETE und 12-HETE, wie schon
vorher beschrieben, eine hemmende Wirkung auf die Reninfreisetzung aus. Bei den Lox-15-
Produkten werden jedoch hohere Konzentrationen zur Hemmung der Reninfreisetzung

benétigt (3).

1.4. Cytochromoxidasen

Neben Cylooxygenasen und Lipoxygenasen sind Cytochromoxidasen bzw. Cytochrom P450
Monooxygenasen (Cyp) an der AS-Kaskade als Katalysatoren beteiligt. Cytochromoxidasen
sind Endoxidasen der Atmungskette. Sie sind Himoproteine und bestehen aus 8-13
Polypeptiduntereinheiten. Sie enthalten neben den Cytochromen a und a3 die als prosthetische
Gruppen das Ham besitzen, zwei Kupferionen und katalysieren den Elektronentransport von
Cytochrom c auf Sauerstoff (40). Bei dieser Oxidase wird reduziertes Cytochrom c direkt mit

Sauerstoff reoxidiert, was Wasserbildung zur Folge hat (25). Atemgifte wie Blausdure oder
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Kohlenmonoxid konnen sich mit dem Fe der Cytochrome verbinden. Sie blockieren diese und
somit auch die innere Atmung. Cytochrom P450 ist ein Derivat des Hams, das als Coenzym
vieler Monooxygenasen zusammen mit NADPH + H* und einem Flavinnukleotid vor allem
an Oxidationsreaktionen in der Biosynthese der Steroide sowie der Biotransformation von
Pharmaka, Hormonen u. a. beteiligt ist (40). Uber Cytochromoxidasen werden aus der AS
durch die ®/®-1-Hydroxylierung 19- und 20-Hydroxyeicosatetraensdure (HETE) und per
Epoxidation die 5,6-, 8,9-, 11,12-, und 14,15-Epoxyeicosatriensduren (EET) gebildet (33)
(siehe Abbildung 2!). Die Cyp4-Familie besteht aus elf Untereinheiten (Cyp4A-Cyp4M), die
konstitutive und induzierbare Isoenzyme kodieren, welche sowohl bei Sdugetieren als auch
bei Insekten exprimiert sind. Die Cyp4A-Unterfamilie verschliisselt mehrere Cytochrom
P450-Enzyme, die genauso wie Enzyme bei der m-Hydroxylierung verschiedener
Prostaglandine die Féhigkeit besitzen, das terminale @-Carbon und in einem geringeren

AusmaB die o-1- Position geséttigter und ungesittigter Fettsduren zu hydroxylieren (48).

L4.1. Cyp4Al, Cyp4A2, Cyp4A3

Die Cyp4Al-, Cyp4A2- und Cyp4A3-Gene sind die am meisten untersuchten Enzyme der
Cyp4-Familie. Sie sind sowohl in der Leber als auch in der Niere konstitutiv exprimiert. Ihre
Expression wird durch Peroxisom-Proliferatoren hervorgerufen, wie z.B. das lipidsenkende
Medikament Clofibrat. Die Induktion der Cyp4A-Expression entsteht durch Clofibrat mittels
Aktivierung der Transkription, die moglicherweise iiber einen Peroxisom-Proliferator-
aktivierten Rezeptor (PPAR) vermittelt wird. Die Expression der Cyp4A-Gene wird
hormonell reguliert. Beobachtungen lassen darauf schlielen, dass die Cyp4A1-3-mRNA und -
Proteine iiber die Laktation und iiber die Plazenta induziert werden. Es gibt einen sehr engen
Zusammenhang zwischen der mikrosomalen Cyp4A 1-Induktion, der Peroxisom-Proliferation

und der Induktion des peroxisomal metabolisierenden Systems fiir Fettsduren. Die Cyp4A-
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Gene konnten auch am Metabolismus der Arachidonsédure und an physiologisch wichtigen
Prozessen, wie z. B. den Blutfluss in der Niere, in der Augenhornhaut und im Gehirn beteiligt
sein (48). Insgesamt exprimieren sowohl ménnliche als auch weibliche Rattennieren Cyp4Al,
Cyp4A2, Cyp4A3 und Cyp4A8. Bei weiblichen Rattennieren scheinen Cyp4A1 und Cyp4A8
vorherrschend zu sein scheinen. Die Cyp4A2-Expression bei den weiblichen Rattennieren ist
viermal kleiner als bei den ménnlichen. Die Expression der Cyp4A-Isoformen ist also
vermutlich geschlechtsabhingig und es scheint, dass unterschiedliche Cyp4A-Isoformen in
den verschiedenen Nierensegmenten und Nierengefidlen von Ratten hindurch exprimiert sind
(14). Um die wichtige Rolle der Cyp4A-Isoformen bei der 20-HETE-Synthese in der Niere zu
untersuchen, wurden bei einem Versuch an Ratten spezifische Antisense-Oligonukleotide
(ODN) entwickelt und verabreicht. Eine Gabe von Cyp4A2 Antisense-ODN 1i.v. fiir 5 Tage
reduzierte die vaskulidre 20-HETE-Synthese um 48% ohne Effekt auf die tubuldre Synthese.
Eine Gabe von Cyp4A1 Antisense-ODN dagegen verminderte sowohl die vaskuldre als auch
die tubuldre 20-HETE um 52% bzw. 40%. Messungen ergaben aulerdem eine Reduzierung
des Blutdrucks um 17 +/- 6 mmHg bei der Gruppe, die Cyp4A1 Antisense-ODN erhielt, und
eine Reduzierung um 16 +/- 4 mmHg bei der Gruppe, die Cyp4A2 Antisense-ODN bekam.
Dies zeigt, dass Cyp4A1 der Hauptpromotor fiir die Bildung der 20-HETE in der Rattenniere
ist und dass man durch ODN die 20-HETE-Synthese hemmen und somit ihre somit ihre Rolle
bei der Regulation der Nierenfunktion und des Blutdrucks erforschen kann (53).

Der lebensgefihrliche Bluthochdruck, der die Funktion des Herzens, des Gehirns und der
Niere erheblich beeintrichtigen kann, wird besonders durch Androgene beeinflusst. Das
zeigten bereits Versuche an Ratten. Denn eine Behandlung mit 5a.-Dihydrotestosteron (DHT)
steigerte die Aktivitit der AS-w/m-1-Hydroxylase in der Niere und die Biosynthese der
vasokonstriktorisch wirkenden 20-HETE bei ménnlichen und weiblichen Ratten um 165%
bzw. 177% und somit den systolischen Blutdruck bei minnlichen und weiblichen Ratten um

46 mmHg bzw. 57 mmHg. Durch die Androgene steigerte sich die Cyp4A8-mRNA in den
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Nierenabschnitten. Die Konzentration der Cyp4A1-Transkripte nahm dagegen ab. In sezierten
Mikrogefifien der Niere zeigte sich eine androgen-abhingige Hochregulation der vaskuldren
Cyp4A8 mRNA und eine vierfache Steigerung der 20-HETE-Synthase-Aktivitit. Umgekehrt
wurden die Konzentrationen der Cyp4A2- und Cyp4A3-Transkripte durch DHT
geschlechtsspezifisch geregelt. Minnliche Ratten zeigten eine geringfiigige Abnahme,
weibliche dagegen eine Erhohung dieser Werte (33). Eine frithe Kastration oder Blockierung
der androgenen Rezeptoren an Ratten verminderte dagegen die Entwicklung eines
Bluthochdrucks. Umgekehrt erhohte eine Testosteronbehandlung bei weiblichen Ratten mit
einer Ovariektomie und bei kastrierten Madnnchen wiederum den Blutdruck. Eine alleinige
Ovariektomie bei spontan hypertonen weiblichen Ratten fiihrte dagegen zu keiner
Verinderung des Blutdrucks. Androgene scheinen daher ein signifikanter Risikofaktor zu
sein. Das gleiche Bild zeigte sich auch bei Menschen. Auch hier ist der Blutdruck bei
Mainnern hoher als bei altersentsprechenden Frauen, deren Ostrogene den Blutdruck nicht
erniedrigen oder gegen kardiovaskuldre Erkrankungen vorbeugen, wihrend wiederum bei
Frauen eine erhohte Androgen-Produktion mit einem erhdhten Risiko verbunden ist (50).
Diese Beobachtungen machen deutlich, dass Androgene und die androgen-vermittelte
20-HETE-Aktivierung die Nierenfunktion und den systemischen Blutdruck durch eine
Kombination aus Transkriptionsmechanismen und himodynamischen Mechanismen

beeinflussen.

1.4.2. Cyp2Cl11, Cyp2C23

Ebenso wie die Cyp4-Gene sind auch das Cyp2C11- und das Cyp2C23-Gen in der
Rattenleber und —Niere exprimiert. Auferdem wurde Cyp2C23 in Lunge, Milz, Gehirn, Herz
und Hoden und Cyp2C11 ebenfalls im Gehirn von Ratten entdeckt. Cyp2C11 ist die Cyp-
Isoform, die bei minnlichen Ratten am meisten exprimiert ist, und wird in der Leber durch

Wachstumshormone und in der Niere hauptséchlich durch Geschlechtshormone reguliert. Das
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zeigte ein Versuch an erwachsenen minnlichen Ratten, die einer Hypophysektomie
unterzogen wurden. Sowohl eine Hypophysektomie als auch eine Neutralisation der
Wachstumshormone fiihrte zu erniedrigten Cyp2C11-Apoprotein und -mRNA-Werten in der
Leber. Ein Wachstumshormonersatz verhinderte den Riickgang dieser Werte bei diesen
Ratten. Ein Rattenhypophysen-Extrakt fiihrte zu dhnlichen Ergebnissen bei gesunden oder
kastrierten Ratten, die einer Hypophysektomie unterzogen wurden. Eine subkutane
Testosteron-Injektion hatte dagegen keinen Effekt auf die abgesenkten Werte in der Leber.
Auch in der Niere kam es zu einer Absenkung der Cyp2C11-Apoprotein und -mRNA-Werte
nach einer Hypophysektomie. Eine Behandlung mit Wachstumshormonen konnte die
Absenkung dieser Werte nicht verhindern, eine Ergédnzung mit Testosteron oder
Rattenhypophysen-Extrakt dagegen schon, wobei der Effekt des Rattenhypophysen-Extrakts
nur bei gesunden Ratten auftrat (6).

Cyp2C23 bildet die Hauptepoxygenase in der Niere. In der Rattenniere ist sie teilweise
verantwortlich fiir die Produktion der EET, wie 8,9-EET, 11,12-EET und 14,15-EET, jedoch
nicht fiir die Produktion von 5,6-EET. Bei einem Versuch an Ratten wurde die Expression des
Gens in Leber, Niere, Lunge und Hoden auch wihrend der Entwicklungsphase untersucht.
Lediglich in der Leber und der Niere fand man nennenswerte Cyp2C23 RNA-Werte. Die
Expression zeigt unterschiedliche Profile in beiden Geweben. Sie ist jedoch nicht nur
gewebs-, sondern auch altersabhingig. So erreicht die Expression in der Leber ihren
Maximalwert schon bei den Neugeborenen und bleibt dort ziemlich stabil. Dagegen wichst
der Wert in der Niere in den ersten 3 Lebenswochen fortschreitend an, bevor er allméhlich
wieder abnimmt (28). Der Cyp2C23-Wert wird durch DHT beeinflusst. Dies zeigte ein
Versuch an ménnlichen und weiblichen Ratten. Hier wurde die renale vaskulédre Produktion
der vasokonstriktorisch wirkenden 20-HETE und der vasodilatatorisch wirkenden EET vor
und nach Behandlung mit Sa-Dihydrotestosteron (DHT) untersucht. In den renalen

interlobédren Arterien der mannlichen Ratten war das Verhiltnis zwischen 20-HETE und EET
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vor der Behandlung mit DHT doppelt so hoch als in den Arterien der weiblichen Nieren. Eine
Behandlung mit DHT dagegen erhdhte in den Arterien der ménnlichen Ratten das Verhiltnis
um 85% und in den Arterien der weiblichen Ratten um 230%. Das machte die Differenz des
Verhiltnisses zwischen 20-HETE und EET in méannlichen und weiblichen Arterien zunichte.
Sowohl bei den ménnlichen als auch bei den weiblichen Ratten kam es zu einer Erhohung des
Blutdrucks um 21,3 +/- 4,0 mmHg bzw. um 15,3 +/- 5,1 mmHg. Durch das DHT wurde in
den renalen Gefifien, wie bereits beschrieben, vor allem Cyp4A8 ausgelost, wihrend der Wert
des Cyp2C23 sank. Somit wird wohl ein erhohter vaskulédrer Tonus durch Androgene
beeinflusst, indem die Cyp2C23- sowie die vasodilatatorischen EET-Werte sinken, Cyp4A8
induziert wird und verstérkt 20-HETE gebildet wird (49).

Transgene Ratten, die sowohl humane Renin- als auch Angiotensinogen-Gene im Uberfluss
exprimieren, entwickeln Bluthochdruck, Entziindungen und Nierenversagen. Diese
pathologischen Symptome scheinen mit Veranderungen des P450-abhidngigen AS-
Metabolismus in der Niere verbunden zu sein. Bei einem Versuch wurden die transgenen
Ratten mit einer Kontrollgruppe von Ratten mit normalem Blutdruck verglichen. Bei den
transgenen Ratten waren nicht nur die mikrosomalen AS-Epoxygenase- und -Hydroxylase-
Aktivititen, sondern auch die Proteinwerte einiger AS-Epoxygenasen, wie z.B. Cyp2Cl11,
Cyp2C23 und Cyp2J nach 5 bis 7 Wochen in der Niere im Vergleich zur Kontrollgruppe
deutlich reduziert. In der Leber dagegen gab es keine mikrosomalen Verdnderungen in der
Expression und Aktivitit der AS-Epoxygenasen und -Hydroxylasen. Die bereits
beschriebenen Schiden und Entziindungen in der Niere scheinen daher mit einer
gewebsspezifischen P450-abhéngigen Abnahme des AS-Metabolismus verbunden zu sein. Da
jedoch die Produkte der AS antiphlogistische Eigenschaften besitzen, kommt es gerade durch
diese Abnahme des AS-Metabolismus zu diesen unkontrollierten entziindlichen Prozessen in
der Niere der transgenen Ratten (16). Die AS unterdriickt die epithelialen Na-Kanile iiber den

Cytochrom P450-Epoxygenase-abhingigen Weg. Daher wurde bei einem weiteren Versuch
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an Ratten getestet, ob eine geringe Na-Einnahme die Expression der Cyp2C23 unterdriickt,
zumal die Cyp2C23 hauptverantwortlich fiir die Umwandlung von AS zu EET in der Niere ist
und die hemmende Wirkung der AS auf die epithelialen Na-Kanile abschwicht. Eine
eingeschrinkte Natriumgabe unterdriickte die Expression des Cyp2C23 im TAL und CD
mafBgeblich. Bei Ratten mit natriumreicher Erndhrung wurde dagegen eine Zunahme der
Expression des Cyp2C23 im Cortex und der dufleren Medulla beobachtet. Natriumarme
Ernéhrung fiihrte auch zu einem Abfall des Anteils der 11,12-EET im kortikalen CD im
Vergleich zu einer normalen Natriumverabreichung. Bei einer Applikation von 15 mikroM
AS bei Ratten nach dreitidgiger natriumarmer Erndhrung beobachtete man eine Verminderung
der Aktivitit der epithelialen Natriumkanile im CCD um 77%. Dieser inhibitorische Effekt
war jedoch bei Ratten nach 14-tagiger natriumarmen Erndhrung deutlich abgeschwiécht.
AuBerdem erhohte die Unterdriickung der Cytochrom P450-Epoxygenase die Aktivitiit der
epithelialen Na-Kanile in CCD. In den distalen Nephronsegmenten war die Na-Absorption
deutlich erhoht, hatte aber keinen signifikanten Effekt nach einer verminderten 14-tigigen
Na-Verabreichung. Somit wurde gezeigt, dass eine verminderte Na-Einnahme die Aktivitit
und die Expression von Cyp2C23 verringert und den unterdriickenden Effekt der AS auf den
Na-Transport abschwicht (52). Auch der Tumornekrosefaktor alpha (TNF-alpha) wirkt sich
auf die Expression des Cyp2C23 aus. Das zeigt ein weiterer Versuch an ménnlichen Sprague-
Dawley-Ratten, denen eine hohe Salzdosis verabreicht wurde (8% NaCl) und eine osmotische
Minipumpe implantiert wurde, um fiir 14 Tage Angiotensin II (ANG II) freizusetzen. Diese
wurden in drei Gruppen unterteilt. Der ersten Gruppe wurde eine hohe Salzdosis, der zweiten
Gruppe eine hohe Salzdosis in Kombination mit Angiotensin und der dritten Gruppe eine
Salz-Angiotensin-Dosis in Verbindung mit dem TNF-alpha-Blocker Etanercept verabreicht.
Die Ergebnisse fielen im Vergleich zur zweiten Gruppe eindeutig zugunsten der letzten
Gruppe trotz Erhohungen des Blutdrucks in den ersten zwei Wochen aus. Die Gruppe mit

dem TNF-alpha-Blocker hatte eine geringere Erhohung der Blutdruckwerte als die zweite
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Gruppe. Die Werte der Albuminurie, Proteinurie, die Urin-Monozyten-Chemoattraktator-
Protein-1-Ausscheidung und die Monozyten/Makrophagen-Infiltration waren in der zweiten
Gruppe viel hoher als in der dritten Gruppe. Die zweite Gruppe hatte aulerdem eine geringere
renale Cyp2C23-Expression und eine hohere renale Epoxidhydrolase-Expression. In der
Gruppe mit dem TNF-alpha-Blocker Etanercept war die Cyp2C23-Expression erhoht und die
Epoxid-Hydrolase-Expression erniedrigt. D.h. also, dass sich TNF-alpha negativ auf die
Expression von Cyp2C23, die Blutdruckregulation und anderen Nierenerkrankungen auswirkt
(8). Bei einem weiteren Versuch zeigte eine hohe Verabreichung von Salz an Ratten fiir 14
Tage eine Erhohung der Cyp2C11-Protein-Werte im renalen Cortex und eine bedeutende
Erhohung der Cyp2C11- und Cyp2C23-Protein-Werte in renalen Mikrogefden. Eine
Kombination der hohen Salzgabe in Verbindung mit Angiotensin II verhinderte dagegen
Erhohung der Cyp2C11-Proteinexpression im Cortex und erniedrigte die Expression der
Cyp2C11-, Cyp2C23- und Cyp2J-Proteine in den renalen Mikrogefifen signifikant.
Zusitzlich war die Reaktionsfihigkeit der afferenten Arteriolen auf Acetylcholin und
Natriumnitroprussid bei Angiotensin II-Verabreichung deutlich abgeschwicht. Diese
Abschwichung war bei einer Kombination mit einer erhohten Salzgabe deutlich hoher. Dies
lasst vermuten, dass eine chronische Angiotensin II-Zufuhr bedingt durch Salz zu einem
erhohten systolischen Blutdruck beitrdagt, welcher grofer ist als bei einer alleinigen
Verabreichung von Salz (59).

Cyp2C11 scheint eine besondere Rolle bei der Regulation des zerebralen Blutflusses und
damit bei der Verhinderung eines Hirnschlags zu spielen. Bei einem Versuch an
hirnschlaganfilligen spontan hypertonen Ratten mit Bluthochdruck, welche auf eine
Salzergidnzung empfindlich reagieren, wurden P450-Isoformen im Gehirn untersucht. Im
Alter von 9 Wochen wurde ihnen eine regulédre Kost mit bzw. ohne 0,25% Clofibrat
verabreicht und fiir 10 Tage eine 1% NaCl-Losung zum Trinken gegeben. Die anfilligen

Ratten starben nach Salzzufuhr innerhalb von 60 Tagen. Clofibrat dagegen verlangerte das
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Uberleben um Eini ges, ohne den erhohten Blutdruck signifikant zu vermindern. Die
Cyp2C11- und die Cyp4Al-Expression im zerebralen Cortex der hirnschlaganfilligen spontan
hypertonen Ratten waren im Vergleich zu den altersentsprechenden spontan hypertonen
miénnlichen Ratten erniedrigt. Die Salzzufuhr erniedrigte die Cyp2C11-Expression im
zerebralen Cortex der hirnschlaganfilligen spontan hypertonen Ratten. Deutliche
Verianderungen der Cyp4A1l-Expression im zerebralen Cortex gab es weder bei den
hirnschlaganfilligen spontan hypertonen Ratten noch bei den spontan hypertonen Ratten.
Clofibrat dagegen erhohte die Cyp2C11-Expression im Gehirn und schwéchte deren
Unterdriickung erheblich ab. Zusitzlich erhdhte Clofibrat den Durchmesser der Blutgefilie
und den zerebralen Blutfluss um Einiges (57). Auch bei bestimmten Erkrankungen, wie der
Urédmie, werden Cyp2C11 und andere Cyp-Isoformen vermindert exprimiert. Bei einem
Versuch an Ratten wurde gezeigt, dass sich deren Werte nach einer Himodialyse auf tiber

80% der Werte der Kontrollgruppe erhohten (30).

1.5. Ziele der Versuche

HETE und Leukotriene konnen eine Reihe von wichtigen Reaktionen in der Niere
beeinflussen, wie z.B. die Regulierung der glomeruléren Filtrationsrate, der renalen
Vasokonstriktion und des Blutdrucks. Das kann mit Erkrankungen in der Niere und in
anderen Organen verbunden sein. In diesem Zusammenhang scheint daher die Lokalisierung
der bereits beschriebenen Enzyme Lox-5, Lox-12, Lox-15, Cypp4Al, Cyp4A2, Cyp4A3,
Cyp2C11 und Cyp2C23 entlang der Rattenniere sehr wichtig zu sein. In den folgenden

Versuchen wurde deren Lokalisation untersucht.
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I1. Material

IL.1. Gerite

Analysenwaage

Autoklav

Beheizbarer Magnetfiihrer

Binokular

Computerprogramm

Polytron-Homogenisator

PCR-Gerit
pH-Meter
Photometer
Pipetten

Schwanenhalsleuchte

Spannungsquelle
Speed Vac
Sterilbank
UV-Leuchttisch

Vortexer

Mettler, P210n
Mettler, Toledo AB54
KSG 112

Heidolph, Typ MRI
Nikon, SMZ-2B
Zeiss, Stemi 2000

Zeiss, Stemi, DV4

Bioprofil D1 Software, Firma Labortechnik Frobel

Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik,
Ultra-Turrax T25

Perkin Elmer,

Knick, Digital pH-Meter

Pharmazia Biotech, GeneQuant II
Gilson Pipetman P10, P20, P100, P1000
Zeiss, KL 1500 LCD

Schott, KL 1500 electronic
Pharmazia LKB GPS 200/400
Frobel, Univapo 150 H

Gelaire Flow Laboratories HF A 72
Renner, Fluorescent Tables

Janke & Kunkel, MS1 Minishaker
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Wasserbad

Zentrifugen

II.2. Verbrauchsmaterial

Auslaufpipetten
Falcontubes

Pipettenspitzen

Petri-Schalen
Reagiergefilie

Sterile Filter

11.3. Chemikalien

Borsdure (Merck)

Heidolph, Typ Reax I
Haake, D1/W13

Sigma

Eppendorf Centrifuge 5415C

Sorvall, RC 5C

Sarstedt, 10 ml und 25 ml

Sarstedt, 50 ml mit und ohne Ful3, 15 ohne Fuf}
Biozym Safe-Seal-Tips; 10 pl, 20 pl, 100 pl, 1000 pl;
Sarstedt; 20 pl und 100 pl; ohne Filter

Sarstedt, Tissue culture dish (10 x 35 mm)

Sarstedt; 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml;

Sarstedt; Porengrofie 0,2 pm

Bovine Serum Albumine (BSA) (PAA Laboratories GmbH)

Diethylpyrocarbonat (DEPC) (Fluka)

Eiessig (Meck)
Ethanol (Roth)

Ethidiumbromid (Sigma)
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EDTA (Sigma)

Glycin (Fluka, 5 mM)
Guanidinthiocyanat (GTC) (Fluka)
Isopropanol (Merck)
Mercaptoethanol (Sigma)
Mineraldl

Natriumacetat (Merck)
Natriumcitrat (Sigma)
Natriumhydroxid (Merck)
Salzsdure (Roth)

Saures Phenol (Merck)
Sodium-N-lauroyl-sarcosinate (Sarcosyl) (Fluka)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) (Merck)

11.4. Enzyme

Collagenase (Worthington biochemical corporation, 0,5 mg / ml)
Deoxyribonuclease I (Sigma, 50 U / ul)
Rnasin Ribonuclease Inhibitor (Promega, 2500 U, 40 U / ul)

M-MLYV Reverse Transcriptase (GIBCO BRL, 40000 U, 200 U / ul)

Soybean trypsin inhibitor (Sigma, 48 p Taq DNA Polymerase (Roche, 250 U, 1 U/ ul)
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1L.5. Biochemikalien

Agarose (Biozym)

BSA

5 x First Standard buffer (GIBCO BRL)

dNTP (Amersham Pharmacia Biotech Inc., 100 mM)

Eagle’s minimal essential medium (MEM) (Biochrom)

Loading dye (10 x)

Oligo(dT) (12 - 18) Primer (GIBCO GRL; Invitrogen, 0,5 pg / pl)

PCR buffer (Roche, 10 x Conc., MgCl,)

Ready-Load ¢X 174 RF DNA/Hae III Fragments (GIBCO BRL, 0,1 pg / pl)

Total RNA aus der Bierhefe (5 pg / pul in DEPC-Wasser)

11.6. Losungen, Puffer und Gel

Losungen zur Mikrodissektion

Verdaulosung: 12,5 mg Collagenase
9,4 mg Glycine
1,2 mg Trypsin Inhibitor
25 pl DNase
25 ml MEM
Stopplosung (1 %-ig): 0,6 g BSA

60 ml MEM
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Losungen zur Isolierung der total RNA

DEPC-Wasser: 800 ml Bidest
800 pl DEPC iiber Nacht gedffnet im Abzug stehen gelassen,
anschlieBend autoklaviert
Sarcosyl (30 %-ig): 30 g Sarcosyl
100 ml DEPC-Wasser auf 250 ml aufgefiillt
mit ca. 6,0 ml 1 M HCI auf pH 7 eingestellt
Losung D: 500 g Guanidinium Thiocyanat (4 M)
35,2 ml Natriumcitrat (25 mM, pH 7)
17,6 ml Sarcosyl
586 ml DEPC-Wasser
360 pl Mercaptoethanol pro 50 ml Losung D
Saures Phenol, wassergesittigt
2 M Natriumacetat: 54,43 g Natriumacetat
mit ca. 75 ml Eiessig auf pH 4,8 bis 5,2 eingestellt
Chloroform
total RNA: 6 mg total RNA aus der Bierhefe
1,2 ml DEPC-Wasser
Ethanol, 70 % und 100 %

Isopropanol

Nukleotidmix (Endkonzentration 2,5 mM) fiir RT und PCR

dNTP: 25 pl 4 Nukleotid (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)

900 pl DEPC-Wasser
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Puffer fiir Gelelektrophorese

EDTA (0,5M): 93.05 g EDTA

auf 500 ml mit DEPC-Wasser

mit ca. 10 g NaOH-Plitzchen auf pH 8 eingestellt
5x TBE-Puffer: 54 g Borsdure

27,5 g Borsdure

20 ml EDTA (0,5 M, pH 8)

auf 1000 ml mit Bidest aufgefiillt
1x TBE-Puffer: 100 ml 5x TBE-Puffer

400 ml Bidest

Gel
Agarosegel 2 %: 2 g Agarose
100 ml 1x TBE-Puffer

2 pl Ethidiumbromid

IL.7. Tiere

Fiir die Untersuchung wurden ménnliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem Gewicht

zwischen 200-250 g verwendet.
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II1. Methoden

II1.1. Mikrodissektion

Zur Gewinnung der isolierten Nephronsegmente Glomerulus (Glom), proximaler konvoluter
und proximaler gerader Tubulus (PCT, PST), diinne ab- und aufsteigende Teile der Henle
Schleife (dTL, TL), dicke Teile der Henle Schleife (mTAL, cTAL), distaler konvoluter
Tubulus (DCT) und Sammelrohre (CT/CCD, OMCD, IMCD) wurde nach einer modifizierten
Kollagenase-Verdau-Methode nach Schafer et al. (45) vorgegangen. Die Versuchstiere
wurden nach CO,-Betdubung dekaptiert und ihre Nieren entnommen. Die so erhaltenen
Nieren wurden unter Binokular-Kontrolle und mit Hilfe eines Skalpells auf Eis in die Zonen
Cortex, duflere und innere Medulla getrennt. Die Zonen wurden wiederum ldngs der Tubuli in
ca. 2 - 5 mm schmale Streifen geschnitten und anschlieend getrennt voneinander bei 37° C in
2 ml Kollagenaselosung (=Verdaulosung) inkubiert. Nach den in Tabelle 1 aufgefiihrten
Zeitabstinden wurde der Uberstand in 2 ml 1 % BSA-Losung auf Eis abpipettiert und erneut
Verdaul6sung zu den verbliebenen Nierenstiicken zugegeben. Dieser Vorgang wurde bis zu

achtmal wiederholt.

Zone Zeit

Cortex (C) 157-20"

AuBere Medulla (OM) 20" - 25~

Innere Medulla (IM) |25"-30"

Tabelle 1: Die Zonen der Rattenniere. Die Zonen C, OM und IM wurden bei 37° C in 2 ml
Verdaulosung inkubiert. Je nach Zone differierten die Inkubationszeiten.
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Die durch Kollagenaselosung aus dem Gewebeverband gelosten Nephronsegmente
sedimentierten in der Stopplosung, wurden anschlieend aufgenommen und in Kulturschalen
iiberfiihrt. Unter der visuellen Kontrolle des Binokulars (maximale Vergrofierung 50- bzw.
100-fach) wurden die verschiedenen Teilstrukturen gesammelt. Diese konnten aufgrund ihrer
Struktur, Form und Farbe unterschieden werden. Von allen Nephronsegmenten — PCT, PST,
dTL, TL, mTAL, cTAL, DCT, CT/CCD, OMCD und IMCD — wurden mindestens 11 mm
von den Glomeruli mit bzw. ohne Arteriole mindestens 22 und von den Gefidf3biindeln
mindestens 6 Stiick gesammelt. Gelegentlich wurden Glomeruli mit Arteriole gesammelt, die
mit 0,9%-iger NaCl-Losung gespiilt wurden, um Verunreinigungen mit Blutbestandteilen
auszuschliefen. Nach der Vermessung der Tubuli wurden sie in 400 pl Losung D mit
Mercaptoethanol (360 pl / 50 ml Losung D) iiberfiihrt und bei — 80° C bis zur Isolierung der
RNA aufbewahrt. Durch die Losung D wurden Proteine und unter anderem auch RNasen

denaturiert und auf diese Weise die RNA vor weiterem Abbau geschiitzt.

II1.2. Isolierung der RNA

1I1.2.1. SchutzmaBnahmen

Um einen Abbau der RNA durch die stabilen und ubiquitiren RNasen zu verhindern, wurden
entsprechende VorsichtsmaBnahmen ergriffen:

Alle verwendeten Glas- und Metallgeritschaften (z. B. Spatel) wurden vor Gebrauch iiber
Nacht im Hitzeschrank bei 180° C ausgegliiht, um dadurch die gegeniiber dem Autoklavieren
unempfindlichen RNasen zu zerstdren. Die Losungen selbst wurden mit RNase-freiem DEPC-
Wasser angesetzt. Das mit DEPC versetzte Wasser wurde vor Verwendung iiber Nacht im

Abzug abgedampft und anschliefend bei 120° C und 2 bar 20 min autoklaviert. Zum RNase-
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freien Arbeiten wurden stets Latex-Handschuhe benutzt, um dadurch Kontaminationen mit
auf der Haut befindlichen RNasen zu verhindern. Die verwendeten Verbrauchsmaterialien
(Eppendorf-Cups, Filterspitzen) waren RNase-frei.

Um die Aktivititen eventuell trotzdem vorhandener RNasen zu minimieren, wurden die

Proben bei der Isolierung auf Eis bearbeitet und Kiihlzentrifugen benutzt.

II1.2.2. Isolierung der RNA der Tubuli

Die gesammelten Nephronsegmente in Losung D wurden auf Eis aufgetaut, stark gevortext
und zentrifugiert. Anschliefend wurde der gesamte Inhalt der Cups (400 pl) in 1,5 ml

Eppendorf-Cups iiberfiihrt und nacheinander jeweils folgende Reagenzien zugegeben:

e 12 ngtotal RNA aus der Bierhefe
e 40 pl(=1/10 Volumen) Na (CH3;COO)
e 400 pl (I Volumen) saures Phenol, Wasser gesittigt

e 80 ul (2/10 Volumen) CHCIl; (Chloroform)

Zwischen den Schritten wurde stark gevortext und kurz zentrifugiert. Nach 15 min auf Eis
wurden die Proben anschlieend 20 min bei 4° C und 12000 g zentrifugiert. Es bildeten sich
zwei Phasen. Eine obere wissrige und eine untere organische Phase. Die obere Phase wurde
abpipettiert (4 x 80 ul bis 90 ul) und mit 400 pl (=1 Volumen) Isopropanol (100 %)
vermischt. Die untere Phase wurde verworfen. Nachdem die Cups mit dem Isopropanol-
Gemisch mindestens 1 h zur Féllung bei — 20° C aufbewahrt blieben, wurde zweimal 20 min
bei 4° C und 12000 g zentrifugiert, wobei der jeweils gebildete Uberstand verworfen wurde.

Das nach dem ersten Zentrifugieren erhaltene Pellet wurde mit 500 pl Ethanol (70 %)
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gewaschen. Das nach dem zweiten Zentrifugieren erhaltene Pellet wurde an der Luft
getrocknet bzw. in der Speed Vac &uBSerst vorsichtig 2 min - 5 min getrocknet und mit 9 pl
DEPC-Wasser resuspendiert. Die gesamten 9 ul RNA in DEPC-Wasser wurden fiir die

folgende RT- Reaktion eingesetzt.

II1.3. Reverse Transkription (RT)

Fiir die reverse Transkription der Glomeruli- und Tubuli-RNA in cDNA wurde die gesamte
RNA-Menge (9 pl) eingesetzt. Zu den 9 pul RNA wurden je 1 pl Oligo (dT) (12-18) (0,5 png/
ul) gegeben. Die Ansétze wurden bei 65° C fiir 5 min inkubiert, um die Tertidrstruktur der
RNA zu zerstoren und somit eine fehlerfreie Translation der RNA zu ermoglichen. Auch
wurde dadurch die Hybridisierung des Oligo (dT)-Primers mit den Poly-A-Enden des 3"-OH-
Endes der mRNA gewéhrleistet. Danach wurde auf Eis weitergearbeitet, um eine erneute
Ausbildung der Tertidrstruktur zu verhindern.

Zu jedem Ansatz wurden 12 pl des folgenden RT-Mixes gegeben:

e 4 uldNTP

e 4 ul First Strand Buffer (5 x)

e 2 ul DEPC-Wasser

e 0,5ulBSA

e 0,5 pl Rnasin (Ribonuclease Inhibitor)

e 1ul M-MLV Reverse Transkriptase (RT)
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Nach Vortexen und Zentrifugieren wurde der Ansatz fiir 1h bei 37° C inkubiert, wodurch eine
Anpolymerisation der Desoxyribonukleotide in 5” - 3”-Richtung durch die RT erfolgte.
Danach wurde das Enzym durch zweiminiitiges Erwidrmen auf 94° C hitzedenaturiert.

Die so erhaltene cDNA der Tubuli wurde anschlieend mit Wasser (Bidest) verdiinnt, so dass
1 mm Nephronsegment bzw. zwei Glomeruli 2 pl cDNA entsprachen. Bis zur weiteren

Verwendung wurde die cDNA bei — 20° C aufbewahrt.

II1.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Nach der Transkription der RNA in einzelstringige cDNA konnen mit Hilfe spezifischer
Primer und der thermostabilen Tag-DNA-Polymerase beliebige DNA-Sequenzen amplifiziert

werden.

1I1.4.1. Durchfiihrung der PCR-Versuche

Als Vorbereitung zur PCR wurde ein Mix aus folgenden Komponenten hergestellt:

e | ul Sense-Primer (10 - 20pmol/pl)

e | pl Antisense-Primer (10 - 20pmol/pl)
e 2 uldNTP (2,5 mM)

e 2 ul PCR-Puffer (10 x)

e 1ulTaq(1 U/ pl)

e auf 18 pl mit Bidest auffiillen

Zu je 18 pul des Mixes wurden 2 ul der cDNA pipettiert. Folgende Tabelle zeigt die Auswahl
der verwendeten Primer fiir die PCR:
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Primer Sequenzen

5-LOX-1 5- ACCCCCTTTTCAAGCTGCTGG - 37

5-LOX-2 5’- CGGCAATCACGCTGACGATG - 3°
12-LOX-1 5- TGACAAGGCAATGAGCACAGGT - 37
12-LOX-2 5- CAACAAAGCAGGAGTCTGGGGAT - 3°
15-LOX-1 5’- GTGGGACTGGCTACTGGC - 3~
15-LOX-2 5’- CATGCTTGGCTGAGCAGG - 3°
CYP4Al-a 5’- CAGCTGGCAGGTCAAGACT - 3~
CYP4Al-b 5’- GAATCTGGTCCAGGTGAT - 3~
CYP4A2-a 5’- CCTGCCAGATTGCTCAT - 3°
CYP4A2-b 5’- GAGCTGAGCTCTCGACTC - 3”
CYP4A3-a 5’- GGTGCCTGCTTTACAGTGG - 3°
CYP4A3-b 5’- GGAGACATAGTGGAAGATC - 37
CYP4A3-c3 5’- TCCAGGTCCTACACCAAGG - 37
CYP4A3-d3 5- AGTGCCTCTTCTTCCTG - 3~
CYP2C11-1 5’- CAATCCGCAGTCTGAGTT - 3~
CYP2C11-2 5°- TGCTGAGAATGGCATAAA -3~
CYP2C23-1 5- TGGCTGTCTGTGGGTCTAACT - 3~
CYP2C23-2 5- AATCACACGGTCAAGTTCCTCAT - 3°

Tabelle 2: Verwendete Primer und deren Sequenzen

Nach Zentrifugieren und Vortexen wurde je ein Tropfen Mineral6l auf den Ansatz gegeben,
um ein Verdampfen wihrend der PCR zu verhindern. Die Reaktion der PCR fand im
Thermocycler statt. Die Proben wurden 30" auf 94° C erwidrmt, um die doppelstringige DNA

aufzuschmelzen. Anschliefend wurde fiir 30”” bei 60° C inkubiert, wodurch ein Annealing
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der Primer erfolgte. Nochmaliges Erhitzen auf 72° C fiir 1" setzte die
Polymerasekettenreaktion in Gang (72° C=Temperaturoptimum der Taq). Dieser Vorgang
wurde fiir 30 - 36 Zyklen wiederholt. Wéhlt man eine zu hohe Zyklenzahl, gelangt man in den
Sattigungsbereich, in dem sich die PCR-Fragmente nicht mehr exponentiell vervielfachen. In
diesem Sittigungsbereich sind die Stirken der erhaltenen DNA-Banden nicht mehr

vergleichbar. In der PCR entstandene DNA kann bei 4° C aufbewahrt werden.

II1.5. Auswertung der PCR

II1.5.1. Gelelektrophorese

18 pl des PCR-Produkts wurden unter dem Mineral6l abpipettiert und mit 2 pl Loading Dye
vermischt. Dieses soll das PCR-Produkt beschweren, so dass es in den Taschen des
Agarosegels herabsinkt. Die Ansétze und der Langenstandard (¢X RF DNA/Hae 111
Fragments) wurden in jeweils eine Tasche des 2 %-igen Agarosegels mit Ethidiumbromid
aufgetragen und bei ca. 120 V aufgetrennt. Mit Hilfe des Langenstandards kann kontrolliert
werden, ob die Lange des gebildeten PCR-Produkts mit der Fragmentldnge des gewiinschten
PCR-Produkts iibereinstimmt. Nach etwa 30" wurde das Gel aus der

Gelelektrophoresekammer genommen und weiter ausgewertet.
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IV. Ergebnisse

Die folgenden Ergebnisse basieren auf mindestens zehn Sammlungen der Nephronsegmente
Glomeruli mit bzw. ohne Arteriole (Glom”/Glom™), proximale konvolute Tubuli (PCT),
proximale gerade Tubuli (PST), absteigende diinne Teile der Henle-Schleife der duferen
Medulla (dTL), ab- und aufsteigende diinne Teile der Henle-Schleife der inneren Medulla
(TL), medullédre und kortikale Teile der dicken aufsteigenden Henle-Schleife (mTAL, cTAL),
distale konvolute Tubuli (DCT), Sammelrohre aus dem Kortex mit verbindendem
Tubulisegment (CCD/CT), der duBieren Medulla (OMCD) und der inneren Medulla IMCD)
sowie Biindel von Vasa recta (VR). Einzelne Segmente wurden gelegentlich 6fter gesammelt.
Aus diesen verschiedenen Segmenten wurde die total RNA isoliert und durch reverse
Transkription (RT) die cDNA gebildet. Im Anschluss daran wurde eine Aktin-PCR mit
Aktinprimern bei 30 Zyklen durchgefiihrt und die Aktinsignale der einzelnen Proben mittels
Gelelektrophorese auf 2%-igem Agarosegel kontrolliert. Abbildung 3 zeigt dabei beispielhaft
in oben genannter Reihenfolge die deutlichen Aktin-DNA-Signale. Zur Lokalisation der
Lipoxygenasen und Cytochromoxidasen wurden nur Proben verwendet, die ein deutliches

Aktinsignal ergaben, wie auf der Abbildung dargestellt. Alle anderen wurden verworfen.
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Abbildung 3: Charakteristisches Bild fiir Aktinbanden am Beispiel einer Sammlung aller
Nephronsegmente der Rattenniere (auler Vasa recta) bei 30 Zyklen. Obiges Schema zeigt die
Banden der einzelnen Nephronsegmente unterteilt in Glomeruli mit und ohne Arteriole
(Glom*, Glom’), proximale konvolute Tubuli (PCT), proximale gerade Tubuli (PST),
absteigende diinne Teile der Henle-Schleife der dufieren Medulla (dTL), ab- und aufsteigende
diinne Teile der Henle-Schleife der inneren Medulla (TL), medulldre und kortikale Teile der
dicken aufsteigenden Henle-Schleife (mTAL, cTAL), distale konvolute Tubuli (DCT) sowie
Sammelrohre (CCD/CT) mit Verbindungsstiick (CT) aus dem Kortex, der duieren (OMCD)
und inneren Medulla (IMCD). LS beschreibt den Langenstandard.

Abbildung 4: Aktinbanden am Beispiel von Vasa recta (VR) und verschieden konzentrierten
Nierenverdiinnungen bei 30 Zyklen. In den Vasa recta ist jeweils eine deutliche Bande zu
erkennen, d. h., die RNA wurde erfolgreich isoliert, und die Sammlung konnte also fiir
weitere Tests verwendet werden. Bei den Nierenverdiinnungen zeigte sich mit abnehmender
RNA-Konzentration wie erwartet eine Abnahme der Intensitét der Banden. Die tRNA der
Bierhefe und Wasser dienten bei den PCR-Versuchen dabei als Negativkontrolle.
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Zur Bestitigung der Reinheit der gesammelten Nephronsegmente wurden Marker benutzt.
Dabei werden als Marker Genprodukte bezeichnet, deren genaue Lokalisation und Verteilung
in den verschiedenen Nephronsegmenten bereits beschrieben war. Verwendet wurden
folgende Genprodukte: Natrium-Kalium-2-Chlorid-Cotransporter (Isoform A: NKCC2-A),
der Parathyreoidhormonrezeptor (PTH/PTHrP), Aquaporin-4 (AQ-4), thiazidsensitive
Natrium-Chlorid-Cotransporter (NCC) und Natrium-Glucose-Cotransporter (Isoform 2:
SGLT-2). Tabellen 3, 4 und 5 zeigen dabei, in welchen Nephronsegmenten bei richtiger
Zuordnung positive (+) bzw. negative (-) Banden zu erwarten waren. Da nur in einer Zone
gesammelt wurde, wurden die Marker so gewihlt, dass sie die Strukturen in einer Zone
differenzieren. Der AQ-4-Marker sollte lediglich in den Sammelrohren (CCD/CT, OMCD
und IMCD), der SGLT-2- in PCT, der NCC in DCT, der NKCC2-A in mTAL und der

PTH/PTHrP-Marker sowohl in PST als auch in mTAL positive Signale ergeben.

Glom | PCT ¢cTAL | DCT | CCD/CT
AQ-4 - _ _ _ +
SGLT-2 - + - - -
NCC - - - + -
— Kortexstrukturen —

Tabelle 3: Lokalisation und Verteilung der Markergene AQ-4, SGLT-2 und NCC an den
Kortexstrukturen Glom, PCT, cTAL, DCT und CCD/CT bei richtiger Zuordnung der
Nephronsegmente.
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PST dTL mTAL | OMCD
NKCC2-A - - + -
PTH/PTHrP| + - + -
AQ-4 - - - +
— OM-Strukturen —

Tabelle 4: Lokalisation und Verteilung der Markergene NKCC2-A, PTH/PTHrP und AQ-4
an PST, dTL, mTAL und OMCD. Die Tabelle zeigt die bei richtiger Zuordnung zu
erwartende Verteilung der positiven und negativen Signale.

TL IMCD

AQ-4 _ +

«—  IM-Strukturen —

Tabelle 5: Lokalisation und Verteilung des Markergens AQ-4 an TL und IMCD bei richtiger
Zuordnung der Nephronsegmente.

Abbildung 5 veranschaulicht die Markerverteilung des PTH/PTHrP in den mTAL- und PST-
Segmenten. Die positiven Signale in mTAL und PST bestitigen, dass die gesammelten
Nephronsegmente PST oder mTAL sind. Zur Unterscheidung der beiden Nephronsegmente
wurde zusitzlich der Test mit dem Marker NKCC2-A durchgefiihrt, wie in Abbildung 6 zu
sehen ist. Hierbei sollte sich ein positives Signal in mTAL und ein negatives Signal in PST

ergeben.
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Abbildung 5: Markertest mit dem Parathyreoidhormonrezeptor (PTH/PTHrP) bei 36 Zyklen
an mTAL und PST. Deutlich zu erkennen sind die positiven Signale der Segmente der mTAL
und PST.

Die folgende Abbildung zeigt beispielhaft die Lokalisation des NKCC2-A in PST und mTAL.
Somit kann durch die Kombination der beiden Marker PTH/PTHrP und NKCC2-A eine
Unterscheidung und damit Bestétigung der Zuordnung bei der Sammlung zwischen PST und
mTAL getroffen werden. Zwar sind in diesem Beispiel die NKCC2-A-Banden in den mTAL
etwas schwicher zu erkennen, dennoch wurde aufgrund der ebenso schwachen NKCC2-A-
Bande der 1:100-Verdiinnung der cDNA der Niere hier das Signal als NKCC2-A positiv

gewertet.
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Abbildung 6: Markertest mit NKCC2-A bei 36 Zyklen an PST und mTAL. Deutlich wird
hier, dass die NKCC2-A-Bande in PST negativ und in mTAL postiv ist. Somit konnten all
diese Proben fiir weitere Tests verwendet werden.
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Abbildung 7 zeigt den Markertest mit AQ-4. Zu erwarten waren die positiven AQ-4-Signale
in CCD/CT und OMCD, und die negativen Signale in den Glomeruli (Glom/Glom™"), PCT,
cTAL, dTL und mTAL. Auffallend war hier lediglich die schwach positive AQ-4-Bande der
DCT, welche in diesem Fall negativ sein sollte. Wahrscheinlich ist diese auf eine
geringfiigige Verunreinigung mit Verbindungstubulus aus dem Kortex (C)

zuriickzufiihren, da dieser direkt an die DCT-Segmente anschlieit. Diese DCT-Probe wurde
jedoch weiterhin zur Untersuchung der Lokalisation der Lipoxygenasen und

Cytochromoxidasen verwendet, zumal die AQ-4-Bande der 1:100-Verdiinnung der Nieren-

cDNA stirker ausfiel als die AQ-4-Bande der DCT.

Abbildung 7: Markertest mit Aquaporin-4 (AQ-4) bei 36 Zyklen an einigen Segmenten der
Niere.

Negative AQ-4-Signale sieht man in den Glom'-, Glom*-, PCT-, cTAL-, dTL- und mTAL-
Nephronsegmenten. Positive Signale erkennt man in CCD/CT und OMCD. Das schwache
AQ-4-Signal der DCT wurde als negativ gewertet. Somit wurden in diesem Fall alle Proben
zur weiteren Untersuchung verwendet.
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Abbildung 8 zeigt den Markertest mit SGLT-2. Da nur in PCT, jedoch in keinen weiteren der
hier untersuchten Nephronsegmente, SGLT-2-mRNA gefunden wurde, konnte von der

Reinheit der untersuchten Segmente ausgegangen werden.

Abbildung 8: Markertest mit SGLT-2 bei 30 Zyklen. Sichtbar werden hier das positive
SGLT-2-Signal des PCT und die negativen Signale in den cTAL- und DCT-Segmenten, d. h.,
man konnte diese Proben fiir die Tests zur Lokalisation der Lipoxygenasen und
Cytochromoxydasen weiterhin verwenden.

Nephronsegmente, deren Zuordnung ohnehin eindeutig war, wie z. B. Glom’, Glom*, dTL
und Sammelrohre des Kortex und der dufleren sowie der inneren Medulla (CCD/CT, OMCD,
IMCD), wurden nur punktuell, d. h. ein Teil der cDNA-Proben mit Markern getestet. Die
Zuordnung der Tubuli zu PST und mTAL wurde jedoch regelméBiger mit den Markern
iberpriift. Mit dem PTH/PTHrP wurden nur PST und mTAL gepriift. Dabei konnte man bei
sechs von acht PST- und zwolf von 13 mTAL-Sammlungen positive Signale finden. Die PST-

und mTAL-Proben, die hier keine Signale zeigten, wurden verworfen. Mit NKCC2-A wurden
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sechs PST-, zwei dTL und drei OMCD-Proben getestet. Hier zeigten drei von sechs PST-,
beide getesteten dTL- und alle OMCD-Sammlungen ein negatives Signal, was somit die
richtige Zuordnung bis auf drei PST-Proben bestitigt. Bei acht von insgesamt zwolf
getesteten mTAL-Sammlungen waren positive Signale fiir NKCC2-A zu sehen. D. h., dass
die Lokalisation der Lipoxygenasen und Cytochromoxidasen bei acht mTAL- und drei PST-
Proben untersucht werden konnte. Somit konnte bei vier der zwolf mTAL- Proben sowie finf
PST-Proben keine Aussage beziiglich der Expression der Lipoxygenasen und
Cytochromoxidasen gemacht werden. Der Test mit AQ-4 ergab bei allen Glom™ (3), PCT
(2), PST (2), dTL (3), mTAL (3), cTAL (2) und DCT (2) keine cDNA-Banden. Die zwei
getesteten CCD/CT- und drei getesteten OMCD-Proben zeigten ein positives Signal. Somit
konnte auch die Zuordnung dieser Segmente durch den Markertest mit AQ-4 bestétigt
werden. Die Nephronsegmente der PCT, cTAL und DCT wurden zusétzlich mit SGLT-2 und
NCC getestet. Bei allen vier getesteten PCT- und den zwei getesteten cTAL-Proben waren,
wie bei richtiger Zuordnung zu erwarten, keine NCC-Signale zu beobachten. Die vier
getesteten DCT-Proben zeigten ein deutliches Signal bei NCC, so dass die Zuordnung ebenso
bestitigt wurde. Zwei cTAL- und vier von fiinf der getesteten DCT-Sammlungen zeigten
keine positiven Signale bei SGLT-2, die vier gepriiften PCT-Sammlungen dagegen schon. Die
DCT-Probe, bei der ein positives SGLT2-Signal zu sehen war, wurde daher verworfen.
Somit wurden aufgrund der durchgefiihrten Markertests alle Glom™-, Glom*-, PCT-, drei von
acht PST-, alle dTL- und TL-, acht von dreizehn mTAL-, alle cTAL-, alle bis auf eine DCT-
und alle Sammelrohr-Proben (CCD/CT, OMCD, IMCD) zur Untersuchung der
Lipoxygenasen und Cytochromoxidasen verwendet. Fiinf PST-, fiinf mTAL-Proben und eine

DCT-Probe wurden verworfen.
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IV.1. Lox-12

Lox-12 wurde an zwei verschiedenen Sammlungen aller in der folgenden Abbildung
aufgefiihrten Nephronabschnitte getestet, wobei eine der Sammlungen keine Glomeruli mit
Arteriole (Glom®) enthielt. Bei einer der beiden Sammlungen wurde nicht an PST getestet.
Zusitzlich wurde die Expression der Lox-12 an drei verschiedenen cDNA-Proben von VR
untersucht. Es traten dabei deutliche Lox-12-Signale in beiden Glom -Sammlungen und ein
etwas schwiicheres Signal in der Glom*-Sammlung auf. Aber auch in einer von zwei mTAL-,
c¢TAL-, DCT-, CCD/CT- und OMCD-Proben konnten positive Lox-12-Signale beobachtet
werden, welche jedoch deutlich schwicher als bei der 1:100- Verdiinnung ausfielen, wie auch
in Abbildung 9 zu erkennen ist. Eine zusitzliche Kontrolle iiber drei cDNA-Proben von
mTAL, die mit Hilfe des PTH/PTHrP- und des NKCC2-A-Markers eindeutig zugeordnet
werden konnten, ergab zwei duflerst schwache Signale. Bei der Untersuchung der VR-Proben
und aller iibrigen Nephronabschnitte waren keine Signale festzustellen. Daraus schloss man,
dass das Lox-12-Gen im Glom-Segment, nicht jedoch in den PCT-, PST-, dTL-, TL-, IMCD
und VR-Segmenten exprimiert ist. Unklar ist dagegen die Expression der Lox-12 in den
Nephronabschnitten der Glom*, mTAL, cTAL, DCT, CCD/CT und OMCD, deren Signale

jedoch duflerst schwach ausfielen.
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Abbildung 9: Verteilung der Lox-12 im Nephron der Rattenniere bei 36 Zyklen. Auffallend
sind hier das Signal in Glom’, das etwas schwiichere Signal in Glom™ und die viel
schwicheren Lox-12-Banden in mTAL, cTAL, DCT, CCD/CT und OMCD. Nicht aufgefiihrt
sind auf dieser Abbildung die cDNA-Proben der PST und VR.

PCT

Abbildung 10: Graphische Darstellung der Verteilung der Lox-12 im Nephron der
Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Lox-12 in den
Versuchen. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen bzw. nicht eindeutigen
Signale der Lox-12 dar.
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IV.2. Lox-15

Fiir die Untersuchung der differenziellen Lox-15-Expression wurden drei Sammlungen
verwendet. Alle Nephronsegmente waren enthalten. Bei einer der Sammlungen fehlte jedoch
die Struktur der PST. Zusétzlich wurden vier cDNA-Proben VR gesondert untersucht. Bei
allen Sammlungen konnten deutliche Signale in allen Sammelrohren CCD/CT, OMCD,
IMCD und den Nephronsegmenten cTAL und DCT nachgewiesen werden. Bei einer der
Sammlungen fielen die Lox-15-Signale in cTAL und DCT ein wenig schwécher aus. Eine der
drei Sammlungen zeigte ein ganz schwaches mTAL-Signal. Ein positives Lox-15-Signal war
nie in den Glom™, Glom®-, PCT-, PST-, dTL-, TL- und VR-Strukturen zu sehen. Zusitzlich
wurde die Expression von Lox-15 an drei weiteren cDNA-Proben der mTAL, deren
Zuordnung mit Hilfe der Marker PTH/PTHrP und NKCC2-A eindeutig gezeigt werden
konnte, getestet. Hier konnte man in einer der drei Proben eine duflerst schwache Bande
erkennen. Wie in Abbildung 11 deutlich wird, war die Lox-15-mRNA in den Sammelrohren
CCD/CT, OMCD und IMCD deutlicher exprimiert als in den mTAL-, cTAL- und DCT-
Strukturen. Auch hier wurden die PCR-Bedingungen so gewéhlt, dass die Nieren-cDNA-
Verdiinnung 1:1 ein deutliches Signal und eine Abnahme der Intensitét in den verdiinnten
Proben ergab. Daraus konnte man schlieen, dass die Lox-15 in den cTAL- und DCT-
Nephronsegmenten und den Sammelrohren CCD/CT, OMCD und IMCD exprimiert ist, in

allen anderen untersuchten Nephronsegmenten nicht.
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Abbildung 11: Verteilung der Lox-15 in den Tubuli der Rattenniere bei 36 Zyklen. Deutlich
werden hier die Lox-15-Banden in den Sammelrohren CCD/CT, OMCD, IMCD. Auf3erdem
erkennt man schwéchere Banden in cTAL, DCT und eine noch etwas schwichere Bande in
mTAL. Nicht aufgefiihrt sind auf dieser Abbildung die cDNA-Proben der PST.

Abbildung 12: Verteilung der Lox-15 in VR der Rattenniere bei 36 Zyklen. Hier wird
deutlich, dass keine Signale in VR gefunden wurden.
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PCT

Abbildung 13: Graphische Darstellung der Verteilung der Lox-15 im Nephron der
Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Lox-15 in den
Versuchen. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen bzw. nicht eindeutigen
Signale der Lox-15 dar.
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IV.3. Lox-5

Eine Aussage iiber die Lokalisation der Lox-5 war eher tendenziell moglich, denn die
Ergebnisse beziiglich der Expression dieses Gens waren bei den Sammlungen sehr
unterschiedlich. Es wurden insgesamt vier Sammlungen mit allen aufgefiihrten
Nephronsegmenten untersucht. Eine davon enthielt keine Glomeruli mit Arteriole (Glom™)
und nicht in jeder Sammlung wurde an PST getestet. Es wurden zusitzlich fiinf mTAL-
Proben getestet, bei denen die Zuordnung iiber den Markertest bestitigt werden konnte.
Insgesamt standen vier Sammlungen von VR zur Verfiigung. In allen Glomeruli-Proben
(Glom/Glom™), zwei PCT-Proben, einer cTAL-Probe, einer DCT-Probe, drei CCD/CT-
Proben, einer OMCD-Probe, einer IMCD-Probe und allen vier VR-Proben konnten jeweils
positive Lox-5-Signale nachgewiesen werden. Jedoch fielen die Lox-5-positiven Signale in
VR schwach und in PCT, ¢cTAL, DCT, CCD/CT, OMCD und IMCD &4uBerst schwach aus.
Bei einer Anzahl von 36 Zyklen in der PCR konnen jedoch auch geringste Verunreinigungen
ein Signal geben. Bei den fiinf zusitzlich getesteten mTAL-cDNA-Proben gab es drei
positive, jedoch schwache Signale. Somit konnte man letztendlich lediglich bei den Glomeruli
mit und ohne Arteriole sicher und moglicherweise bei den VR von einer Expression der
Lox-5 ausgehen. Das Lox-5-Gen konnte dagegen nie in den PST-, dTL- und TL-

Nephronsegmenten gefunden werden.
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Abbildung 14: Verteilung der Lox-5 in den Tubuli der Rattenniere bei 36 Zyklen.
Deutlichere Lox-5-Banden konnte man in den Glomeruli mit und ohne Arteriole sehen.
Dagegen fielen die Signale in den PCT-, cTAL-, CCD/CT- und OMCD-Strukturen extrem
schwach aus. Nicht aufgefiihrt sind auf dieser Abbildung die cDNA-Proben der PST.

Abbildung 15: Verteilung der Lox-5 in VR der Rattenniere bei 36 Zyklen. Auf diesen
Bildern sind schwache Lox-5-Banden in VR zu erkennen.
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PCT

Abbildung 16: Graphische Darstellung der Verteilung der Lox-5 im Nephron der
Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Lox-5 in den
Versuchen. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen bzw. nicht eindeutigen
Signale der Lox-5 dar.
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IV.4. Cyp4Al

Um die Expression der Cyp4A1-mRNA in der Rattenniere nachzuweisen, wurde die cDNA
dreier Sammlungen mit den bereits aufgefiihrten Nephronsegmenten getestet, jedoch nicht an
Glomeruli mit Arteriole (Glom*). Bei jeder Sammlung waren positive Signale in PCT zu
sehen. Auch in einer Glom'-Probe konnte ein positives, jedoch schwaches Signal
nachgewiesen werden. Positive, schwache Cyp4A1-Signale waren weiterhin in zwei dTL-,
zwei mTAL-Proben und einer cTAL-Probe zu finden. Nie exprimiert war die Cyp4A1-mRNA
in den Nephronsegmenten PST, TL, DCT sowie den Sammelrohren CCD/CT, OMCD und
IMCD. Um auszuschliefen, dass die gelegentlich gefundene Expression der Cyp4A1l im dTL
durch eine Verunreinigung mit VR zustande gekommen ist, wurden vier cDNA-Proben VR
getestet. Dieser Test ergab jedoch keine positiven Cyp4A1-Signale, so dass auf die richtige
Zuordnung der dTL-Proben geschlossen werden konnte. Somit zeigte sich, dass die Cyp4Al-
mRNA in PCT sicher exprimiert ist. Unsicher erschien es dagegen, ob die Cyp4A1-mRNA in
dTL, mTAL, cTAL und in Glom™ exprimiert ist, zumal die Signale hier deutlich schwécher
ausfielen. AuBlerdem war in nur einer der Sammlungen ein Cyp4Al-positives Signal im
Glom’ zu sehen. Mit groBerer Sicherheit lédsst sich jedoch aussagen, dass in allen anderen

Nephronsegmenten keine Cyp4A1l exprimiert ist.
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Abbildung 17: Verteilung der Cyp4A1 in den Tubuli der Rattenniere bei 32 Zyklen. Wie
man auf dieser Abbildung erkennen kann, ist ein deutliches Cyp4A1-Signal in PCT zu sehen.
Sehr schwache Signale sieht man hier in Glom’, dTL und cTAL.

Abbildung 18: Verteilung der Cyp4A1 in VR der Rattenniere bei 32 Zyklen. Diese
Abbildung zeigt, dass das Gen in den Vasa recta nicht exprimiert ist. Um eine Abnahme der
Intensitét der Banden der Nierenverdiinnung zu erhalten, wie sie in Abbildung 14 zu erkennen
ist, wurde die PCR diesmal mit 32 Zyklen durchgefiihrt.

PCT

Abbildung 19: Graphische Darstellung der Verteilung der Cyp4A1 im Nephron der
Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Cyp4A1l in den
Versuchen. Die hellblauen Anteile zeigen Signale, die schwach ausfielen, jedoch manchmal
vorkamen. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen bzw. nicht eindeutigen
Signale der Cyp4Al dar.
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IV.5. Cyp4A2 und Cyp4A3

Die Ergebnisse zur Expression von Cyp4A2- und Cyp4A3 konnten nicht getrennt untersucht
werden, da beide Primerpaare homologe Bereiche von Cyp4A2 und Cyp4A3 erkennen. D. h.,
mit beiden Primerpaaren wurde die mRNA-Expression von Cyp4A2 und Cyp4A3
nachgewiesen, jedoch nicht zwischen den Isoformen differenziert. Fiir die Ergebnisse
beziiglich der Expression der Cyp4A2 oder Cyp4A3 wurden Untersuchungen an sechs
Sammlungen der schon aufgefiihrten Nephronsegmente durchgefiihrt. Vier Sammlungen
enthielten Glom*-Proben, die anderen beiden nicht. Zusitzlich standen acht cDNA-Proben
VR und drei cDNA-Proben gespiilter Glom* zur Verfiigung. Die Spiilung wurde durchgefiihrt,
um sicherzustellen, dass die Gefidfle der Glomeruli nicht mit Blutbestandteilen verunreinigt
waren. Dabei zeigte sich, dass alle getesteten PCT-Proben ein positives Signal ergaben. Auch
in fiinf von sechs Glom™- und dTL-, sowie in zwei der vier Glom*-Proben waren positive
Signale zu sehen. In den drei getesteten gespiilten Glomeruli mit Arteriole konnten zwei
starke Signale nachgewiesen werden. Nur bei einer von acht VR-Proben war eine Bande zu
beobachten, welche sehr schwach ausgepriagt war. Nie vorhanden waren Signale in PST, TL,
mTAL, cTAL, DCT und den Sammelrohren CCD/CT, OMCD und IMCD. Somit deutete alles
darauf hin, dass Cyp4A2 bzw. Cyp4A3 sicher in PCT und mit groer Wahrscheinlichkeit in
Glom’, Glom" und dTL exprimiert ist, zumal auch zwei der drei gespiilten Glom*-Proben
positive Signale aufwiesen. Dagegen scheint Cyp4A2 bzw. Cyp4A3 in allen anderen

Segmenten nicht exprimiert zu sein.
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Abbildung 20: Verteilung der Cyp4A2 oder Cyp4A3 in den Tubuli und VR der Rattenniere
bei 32 Zyklen. Stérkere Signale konnten in allen PCT-Proben beobachtet werden.
Charakteristisch ist hier die starke Bande in PCT, eine schwichere Bande in dTL und eine
noch schwichere Bande in Glom™. Nicht dargestellt ist auf dem linken Bild das Signal in
Glom", das h#ufig zu beobachten war. Auf dem rechten Bild sieht man die Signale in zwei der
drei gespiilten Glomeruli (Glom*(g)) mit Arteriole und ein kaum sichtbares Signal in VR.

Abbildung 21: Verteilung der Cyp4A2 und Cyp4A3 in VR der Rattenniere bei 32 Zyklen.
Auf diesem Bild wird deutlich, dass keine Signale in VR zu sehen sind.
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PCT

Abbildung 22: Graphische Darstellung der Verteilung der Cyp4A2 und Cyp4A3 im Nephron
der Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Cyp4A2 und
Cyp4A3 in den Versuchen. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen bzw.
nicht eindeutigen Signale der Cyp4A2 und Cyp4A3 dar.
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IV.6. Cyp2C23

Fiir diesen Test lagen acht Sammlungen mit den ausgefiihrten Nephronabschnitten vor. Davon
enthielten nur vier Sammlungen Glom*-Proben und nicht in jeder Sammlung lagen PST-
Proben vor. Zusiitzlich standen insgesamt acht VR-Proben und drei Proben gespiilter Glom™
zur Verfiigung. Es waren immer sehr stark ausgeprégte Banden im PCT-Nephronsegment zu
sehen. Signale konnte man dagegen auch in allen IMCD, in fiinf von acht Glom'- und in allen
Glom*-Sammlungen beobachten. Bei IMCD fielen diese etwas schwicher aus. Lediglich in
einer der acht Sammlungen gab es ganz schwache Signale in dTL und TL, was
moglicherweise auf Verunreinigungen in der Sammlung zuriickzufiihren ist. Cyp2C23-
Signale konnte man nie in PST, mTAL, cTAL, DCT, den Sammelrohren CCD/CT und
OMCD sowie den VR feststellen. Bei den gespiilten Glomeruli mit Arteriole zeigten zwei von
drei Sammlungen ein stark positives Signal. Somit konnte man von einer Cyp2C23-

Expression in Glom’, Glom*, PCT und mit mdglicherweise auch in IMCD ausgehen.

Sef%

Abbildung 23: Verteilung der Cyp2C23 in den Tubuli und VR der Rattenniere bei 32 Zyklen.
Auf dem linken Bild erkennt man sehr ausgeprigte Signale in PCT, relativ starke in den
Glomeruli (Glom”/Glom™) und ein schwiicheres in IMCD.

Auf dem rechten Bild sieht man, dass zwei der drei gespiilten Glom*-SammIlungen Signale
aufweisen. Deutlich wird, dass auch hier keine Banden in VR zu sehen sind.
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PCT

Abbildung 24: Graphische Darstellung der Verteilung der Cyp2C23 im Nephron der
Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Cyp2C23 in den
Versuchen. Die hellblauen Anteile zeigen Signale, die schwach ausfielen, jedoch in einer
bedeutenden Héufigkeit auftraten. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen
bzw. nicht eindeutigen Signale der Cyp2C23 dar.
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IV.7. Cyp2C11

Uber die Expression des Cyp2C11 genaue Angaben zu machen war nicht moglich, da eine
Vielzahl unterschiedlicher Ergebnisse vorlag. Die Cyp2C11 wurde an vier verschiedenen
Sammlungen aller cDNA-Nephronsegmente getestet. Eine der Sammlungen enthielt keine
Glom* und PST. Zusiitzlich lagen insgesamt vier VR-Proben und drei Glom*-Proben, die
gespiilt wurden, vor. Es zeigte sich folgendes Bild: lediglich ein einziges Mal konnte ein
starkes Signal beobachtet werden, welches in einer der IMCD-Proben zu sehen war. In einer
weiteren IMCD-Probe war die Bande schwicher ausgeprigt. In den restlichen beiden Proben
waren keine Cyp2C11-Signale zu finden. Drei der vier CCD/CT- und zwei PCT-Proben
zeigten schwichere Signale. Die Signale in CCD/CT waren jedoch duflerst schwach. Des
Weiteren konnte in nur einer der Glom*-Proben ein ebenso duBerst schwaches Signal
nachgewiesen werden, jedoch nicht in den Glom*-Proben, die gespiilt wurden. Eine
Cyp2C11-Expression wurde nie in Glom’, PST, dTL, TL, mTAL, cTAL, DCT, OMCD und

VR nachgewiesen.
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Abbildung 25: Verteilung des Cyp2C11 in den Tubuli und VR der Rattenniere bei 34

Zyklen. Auf dem linken Bild kann man eine deutliche Bande in IMCD und ganz schwache
Banden in Glom®, PCT und CCD/CT erkennen. Wie bei allen bisher genannten Cyp-Enzymen
waren keine Signale in VR zu finden. Nicht aufgefiihrt sind die cDNA-Proben der PST.

Abbildung 26: Beispiel fiir Banden der Nierenverdiinnungen des Primers Cyp2C11 bei 34
Zyklen.

PCT

Abbildung 27: Graphische Darstellung der Verteilung der Cyp2C11 im Nephron der
Rattenniere. Die hellblauen Anteile in dieser Abbildung zeigen Signale, welche nicht immer
vorhanden waren, nur schwach oder nicht immer stark ausfielen. Die schwarzen Abschnitte
stellen die nicht vorhandenen bzw. nicht eindeutigen Signale der Cyp2C11 dar.
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IV.8. Gesamtiibersicht der graphischen Verteilung der Lipoxygenasen und
Cytochromoxidasen an der Rattenniere

Zur besseren Ubersicht werden im Folgenden erneut die Abbildungen der graphischen
Darstellung der einzelnen Enzyme, wie bereits in den Ergebnissen dieser Versuche

beschrieben, in direktem Vergleich nacheinander gezeigt.

1. Lox-12

PCT

Abbildung 10: Graphische Darstellung der Verteilung der Lox-12 im Nephron der
Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Lox-12 in den
Versuchen. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen bzw. nicht eindeutigen
Signale der Lox-12 dar.
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PCT

Abbildung 13: Graphische Darstellung der Verteilung der Lox-15 im Nephron der
Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Lox-15 in den
Versuchen. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen bzw. nicht eindeutigen
Signale der Lox-15 dar.

PCT

Abbildung 16: Graphische Darstellung der Verteilung der Lox-5 im Nephron der
Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Lox-5 in den
Versuchen. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen bzw. nicht eindeutigen
Signale der Lox-5 dar.
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4. Cyp4Al

PCT

Abbildung 19: Graphische Darstellung der Verteilung der Cyp4A1 im Nephron der
Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Cyp4Al in den
Versuchen. Die hellblauen Anteile zeigen Signale, die schwach ausfielen, jedoch manchmal
vorkamen. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen bzw. nicht eindeutigen
Signale der Cyp4Al dar.

5. Cyp4A2 und Cyp4A3
CT

PCT

Abbildung 22: Graphische Darstellung der Verteilung der Cyp4A2 und Cyp4A3 im Nephron
der Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Cyp4A2 und
Cyp4A3 in den Versuchen. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen bzw.
nicht eindeutigen Signale der Cyp4A2 und Cyp4A3 dar.

63



6.Cyp2C23

PCT

Abbildung 24: Graphische Darstellung der Verteilung der Cyp2C23 im Nephron der
Rattenniere. Die blau markierten Bereiche kennzeichnen die Verteilung der Cyp2C23 in den
Versuchen. Die hellblauen Anteile zeigen Signale, die schwach ausfielen, jedoch in einer
bedeutenden Héufigkeit auftraten. Die schwarzen Abschnitte stellen die nicht vorhandenen
bzw. nicht eindeutigen Signale der Cyp2C23 dar.

7. Cyp2C11

PCT

Abbildung 27: Graphische Darstellung der Verteilung der Cyp2C11 im Nephron der
Rattenniere. Die hellblauen Anteile in dieser Abbildung zeigen Signale, welche nicht immer
vorhanden waren, nur schwach oder nicht immer stark ausfielen. Die schwarzen Abschnitte
stellen die nicht vorhandenen bzw. nicht eindeutigen Signale der Cyp2C11 dar.
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V. Diskussion

V.1. Lox-12

Wie aus den hier vorliegenden Untersuchungen der mikrodissezierten Nierensegmente
hervorgeht, wurde Lox-12 in Glom™ gefunden. Nicht jedoch in den Segmenten PCT, PST,
dTL, TL, OMCD, IMCD und VR. Lox-12-Signale wurden ebenso in Glom*, mTAL, cTAL,
DCT und CCD/CT gefunden. Diese fielen deutlich schwicher aus. D. h., Signale konnten
sowohl im Cortex als auch der duleren Medulla beobachtet werden. Moglicherweise stammt
die Lox-12-mRNA der sehr schwachen Signale aus anderen Zellen. Sie wurde bereits bei
anderen Untersuchungen in Makrophagen, Endothelzellen oder glatten Muskelzellen entdeckt
(9, 19, 20). Es wurde aulerdem gezeigt, dass auch Podozyten die Lox-12-mRNA exprimieren
(18). Die Matrixprotein-Struktur in Mesangiumzellen, die durch hohe Glucose-
Konzentrationen angeregt wird, wird durch die Lox-12-mRNA gesteuert (41). Die
Matrixprotein-Produktion in anderen renalen oder inerstitiellen Zellen konnte ebenso durch
die 12-Lox beeinflusst werden. Es wurde auBlerdem gezeigt, dass die ANG Il-induzierte
Vasokonstriktion teilweise durch die Lox-12 gesteuert werden konnte (35), und man glaubt,
dass erhohte 12-HETE-Spiegel, die im Plasma von hypertonen Ratten gemessen wurden, die
Reaktion der vaskulidren glatten Muskelzellen auf ANG II erh6hen (43). Die schwache
Expression der Lox-12-mRNA in den anderen Segmenten konnte also moglicherweise durch
die hier aufgefiihrten Beobachtungen begriindet werden.

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die Lox-12 hauptsédchlich im Glomerulus hoch ist.
Dies wiirde sich mit der vasokonstriktorischen Eigenschaft der Lox-12 im Glomerulus und im
GefaBsystem decken, durch deren Produkt 12-HETE der renale Blutfluss und die glomerulére
Filtrationsrate bei einer nephrotoxischen Serumnephritis (NSN) teilweise gesenkt werden
(55). Weitere Versuche bestitigen das Lox-12-Signal im Glom'. So konnte an Ratten bei
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Prozessen wie der NSN festgestellt werden, dass sich die Lox-12-Aktivitit in epithelialen und
mesangialen glomeruliren Zellen bereits nach wenigen Stunden steigerte (24). Ahnliches
zeigte sich bereits bei einem anderen Versuch. Dort wurde die Lox-12-mRNA der
glomeruldren mesangialen Zellen durch Glucose stimuliert. Des Weiteren wurde gezeigt, dass
bei einer experimentellen diabetischen Nephropathie die Lox-12-mRNA im Glomerulus
erhoht ist (17). Eine erhohte Lox-12-Aktivitidt wurde bereits in einem fritheren Versuch von
Kam Jim et al. (15) im Glomerulus, in epithelialen Zellen des Glomerulus und in einem
geringeren Ausmal in kortikalen Tubuli von Ratten beschrieben. In diesem Versuch wurde
gezeigt, dass die Produktion von 12-HETE, fiir die unter anderem Glomeruli, glomerulére
epitheliale Zellen und kortikale Tubuli verantwortlich sind, durch 8,11,14-Eicosatetraensiure

und 1-Phenyl-3-pyrazolidon gehemmt wird.

V.2. Lox-15

In der distalen Niere zeigten die Ergebnisse eine schwache Expression der Lox-15-mRNA im
c¢TAL und im DCT. Dabei stieg die Expression in Richtung der Sammelrohre CCD/CT,
OMCD und IMCD sehr stark an. Alle anderen Nierensegmente exprimierten in diesen
Versuchen keine Lox-15-mRNA. Dies stimmt auch mit anderen Beobachtungen an der Niere
tiberein, deren Zonen keiner Mikrodissektion unterzogen wurden. Deren Lox-15-mRNA stieg
vom Cortex zur inneren Medulla hin an. Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass dieses
Expressionsmuster durch Kleingefifle ausgelost wurde, die an den Sammelrohren anhaften,
wurden in diesen Versuchen vier Proben VR zusitzlich getestet. Es wurde keine Lox-15-
mRNA-Expression an VR festgestellt. Somit konnte eine Verunreinigung mit anhaftenden

Gefdllen nicht ausgeschlossen werden, jedoch wurde die Lokalisation in den Sammelrohren
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bestitigt. Die Expression der Lox-15 wurde bereits im Blut, im Endothel und in der Lunge
beobachtet (32). Den Lox-15-Produkten wurde eine hemmende Wirkung bei der
Reninfreisetzung zugeschrieben (3) und man beobachtete eine aufrechterhaltene
Nierenfunktion in einer Antikorper-vermittelten Glomerulonephritis aufgrund von
stimulierten Lox-15-Spiegeln (31). Diese Auswirkungen konnten durch die 15-HETE
gesteuert werden, indem sie sich an den Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptor-gamma
(PPAR-gamma) bindet (11), tiber den man bereits herausfand, dass er weitgehend in den
mesangialen und epithelialen Zellkernen der Glomeruli, den proximalen und distalen Tubuli,
der Henle-Schleife, den medulldren Sammelrohren und der Intima oder Media von
BlutgefiBen exprimiert ist (44). Aufgrund der hohen Expression der Lox-15 in den
Sammelrohren in diesen Versuchen und unter anderem der Daten von Munger KA et al. (31)
vermutet man, dass die Lox-15 einen zellprotektiven Effekt in der Niere in Anwesenheit von
hochkonzentrierten moglicherweise schidlichen Substanzen im Urin ausiibt und den

proinflammatorischen Folgen der Lox-5 (42) im distalen Nephron entgegenwirken konnte.

V3. Lox-5

Laut den Ergebnissen kann man wohl von einer Expression der Lox-5-mRNA in den
Glomeruli mit und ohne Arteriole ausgehen. Zwar gab es gelegentliche Signale in den
Segmenten mTAL, cTAL, DCT, CCD/CT, OMCD und IMCD. Diese scheinen jedoch
vernachldssigbar zu sein, da sie duferst schwach waren und geringste Verunreinigungen mit
Gefidflen bei einer Zyklenanzahl von 36 in der PCR solche Signale auslosen konnen. Bei
diesen Versuchen konnten ndmlich tatsidchlich positive VR-Signale gefunden werden. Jedoch

konnten auch andere Zellen dafiir verantwortlich sein. Denn die Lox-5-mRNA konnte auch in
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Leukozyten (54), dendritischen Zellen (10), glatten Muskelzellen der Aorta (26) und renalen
interstitiellen Zellen (29) entdeckt werden. Uber die Regulation des renalen Blutflusses und
der glomeruléren Filtrationrate durch Lox-5-Produkte wurde bereits berichtet. So konnen die
Lox-5-Produkte die Nierenfunktion bei einer nephrotoxischen Serumnephritis negativ
beeinflussen (55). Die Vermittlung einer Entziindung ist wahrscheinlich der am hiufigsten
untersuchte Aspekt der Lox-5-Produkte und Leukozyten scheinen wohl bei
Entziindungsprozessen vor allem durch Glomeruli angelockt zu werden. So glaubt man, dass
Lox-5-Produkte bei einer Glomerulonephritis entziindungsfordernd sind. Das wurde bereits
bei einem Versuch demonstriert. Hier wurde durch Leukozyten eine Reihe von Mediatoren
der AS-Kaskade freigesetzt, wie z. B. Leukotriene D4 und B4 (LTD4 und LTB4) (5). Diese
Beobachtungen, dass bestimmte Entziindungsprozesse im Glomerulus stattfinden, scheinen

sich also in dieser Arbeit mit der Entdeckung der Lox-5 in den Glomeruli zu decken.

V4. Cyp4Al

Die Ergebnisse zeigten beziiglich der Expression der Cyp41A-mRNA in allen Sammlungen
positive Signale in PCT. An Glom" wurde in diesem Fall nicht getestet. Gelegentliche Signale
wurden ebenso in Glom’, dTL, mTAL und cTAL entdeckt, die jedoch extrem schwach waren.
In allen anderen Nierensegmenten sowie in VR gab es keine Signale. Diese Beobachtung
deckt sich insgesamt nicht zu 100 % mit den Ergebnissen von Ito O. et al. (14), denn bei
diesen Versuchen wurde die Cyp4A1-mRNA weder in Arteriolen noch in einem anderen der
oben aufgefiihrten Nierensegmente entdeckt, jedoch in der Gesamtniere. Bei diesen
Versuchen gab es keine Ausfiihrungen iiber die Cyp4A1-Verteilung in dTL und TL. In der

Literatur wurde bereits beschrieben, dass Cyp4A1 in Peroxisomen und Mitochondrien von
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Hepatozyten der Leber, Epithelzellen der proximalen Tubuli der Niere und Mitochondrien
von absorbierenden Zellen im Ileum lokalisiert wurde (37). Aulerdem wurde die Cyp4A-
Familie in pulmonalen arteriellen Endothel- und glatten Muskelzellen, glatten bronchialen
Muskelzellen, bronchialen Epithelzellen und Makrophagen der Lunge entdeckt (61). Somit
konnten womoglich die PCT-Signale sowie die iibrigen schwachen Signale aus
Verunreinigungen des Interstitiums oder einer dieser beschriebenen Zellen der Niere
stammen. Es gibt aulerdem eine Korrelation zwischen der altersabhéngigen Erhohung der
AS-w-Hydroxylierung in der Niere und der Cyp4A-mRNA-Werte in der Gesamtniere. So
erscheinen die Cyp4Al-Proteine im Alter von 3 Wochen und erreichen ihren Maximalwert
nach sieben Wochen. Danach nehmen diese Werte schrittweise nach 13 bis 20 Wochen
wieder ab. Der Maximalwert nach sieben Wochen in proximalen Tubuli ist bei spontan
hypertonen Ratten noch hoher (46). Somit konnte unter anderem das Alter der Versuchstiere

fiir manche Signale in diesen Versuchen verantwortlich sein.

V.5. Cyp4A2 und Cyp4A3

Wie bereits beschrieben, wurden Cyp4A2 und Cyp4A3 aufgrund der Primerpaare, die
homologe Bereiche von Cyp4A2 und Cyp4A3 erkennen, nicht getrennt untersucht. D. h., es
wurde nicht zwischen den Isoformen untereinander differenziert. Somit wurden beide Enzyme
gemeinsam untersucht und diskutiert. Die Untersuchungen ergaben Signale vor allem in PCT,
Glom’, Glom" und dTL. In dTL fielen die Signale etwas schwicher aus. Zusitzlich konnten
Signale auch in gespiilten Glom" gefunden werden. An VR konnte lediglich eine duBerst
schwache Bande unter acht Proben beobachtet werden, womdglich verursacht durch

Verunreinigungen. Daher scheint diese auch vernachlédssigbar zu sein. Somit kann man wohl
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von einer Expression in Glom*, Glom", PCT und dTL ausgehen. In den Nephronsegmenten
PST, TL, mTAL, cTAL, DCT, CCD/CT, OMCD und IMCD waren keine Signale zu sehen.
Die Ergebnisse decken sich daher nicht vollstdndig mit denen von Ito et al. (14). Denn bei
seinen Versuchen wurde sowohl Cyp4A?2 als auch Cyp4A3 in jedem Segment der Niere
lokalisiert, jedoch kaum in Arteriolen. Lediglich beziiglich der Segmente Glom*, Glom’, PCT
und eventuell dTL, zumal diese Struktur bei Ito et al. nicht aufgefiihrt wird,

decken sich seine und die Beobachtungen dieser Arbeit. Fiir diese deutliche Abweichung der
Ergebnisse untereinander konnen moglicherweise technische Faktoren oder andere Ursachen

verantwortlich sein.

V.6. Cyp2C23

Den Ergebnissen nach kann man wohl von einer Expression der Cyp2C23 in den
Nephronsegmenten Glom™, Glom*, PCT und IMCD ausgehen. In allen anderen Segmenten
sowie in den VR wurden keine Signale nachgewiesen. Starke Glom™ und PCT-Signale gab es
in jeder Sammlung. Die IMCD-Signale fielen dagegen schwicher aus. Diese konnten jedoch
in jeder Sammlung beobachtet werden. Glom™-Signale wurden zwar nur in fiinf von acht
Sammlungen entdeckt, dafiir fielen diese sehr stark aus. Um eine Verunreinigung der Glom™
mit VR auszuschlieBen, wurde Cyp2C23 auch an VR getestet. An VR wurde keine
Expression der Cyp2C23-mRNA nachgewiesen. Das bedeutet zwar nicht, dass Glom™ nicht
mit VR verunreinigt waren, aber es bestitigt bei diesen Versuchen die Expression der
Cyp2C23-mRNA in Glom'. SchlieBlich wurden auch in zwei von drei gespiilten Glom'-
Sammlungen Signale entdeckt. Das PCT-Signal deckt sich damit, dass EET in proximalen

Tubuli produziert werden und Cyp2C23 hauptverantwortlich fiir die Umwandlung von AS in
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EET ist. Dennoch stimmen diese Ergebnisse nur teilweise mit den Ergebnissen anderer
Versuche iiberein, bei denen die Expression der Cyp2C23 hauptséchlich in den Tubuli des
Cortex und der duBleren Medulla festgestellt werden konnte. Das zeigt ein Versuch an
transgenen Ratten, welche sowohl menschliche Renin- als auch menschliche
Angiotensinogen-Gene iiberméfig exprimieren und somit Bluthochdruck, Entziindungen und
Nierenversagen entwickeln. Diese Ratten verloren ihre Cyp2C23-Enzyme zwischen der
fiinften und siebten Woche in den Tubuli des Cortex und der duleren Medulla stufenweise.
Uber 50 % der transgenen Ratten zeigten dabei nach sieben Wochen keine Cyp2C23-Signale,
iiber 90 % der Kontrollratten dagegen schon. Trotzdem waren die wenigen restlichen
positiven Signale in den Tubuli der transgenen Ratten stérker als in den Tubuli der
Kontrollgruppe. Bei diesem Versuch konnten keine Cyp2C23-Signale in den Glomeruli
entdeckt werden, jedoch in den Blutgefiden (16). Um welche Tubuli des Cortex und der
duBeren Medulla es sich bei diesem Versuch genau handelt, wurde nicht beschrieben. Diese
Ergebnisse sind also teilweise in Einklang mit den Beobachtungen der Versuche dieser
Arbeit. Denn in dieser Arbeit konnte kein Signal in der Zone der duBleren Medulla entdeckt
werden. Ahnliche Abweichung kann man bei einem anderen Versuch beobachten, der die
Verteilung der Cyp2C23 konkreter beschreibt. Bei diesem Versuch konnte man nach
Verabreichung natriumarmer Kost an Ratten eine verminderte Cyp2C23-Expression im
Cortex und der duBleren Medulla feststellen. Hier wurde die Expression der Cyp2C23 im
mTAL, cTAL, CCD und OMCD nachgewiesen, was ebenso im Widerspruch zu den
Ergebnissen dieser Arbeit steht (52). Bei weiteren Versuchen hat man die Expression von
Cyp2C23 in Endothelzellen von renalen Mikrogefiaflen nachweisen konnen (13, 58). Die
Abweichungen der Ergebnisse dieser Arbeit im Vergleich zu anderen sind moglicherweise
auf eine eventuelle Expression der Cyp2C23 in anderen Strukturen zuriickzufiihren. Fiir die
schwachen Signale in IMCD bei den Versuchen dieser Arbeit konnten also moglicherweise

auch Verunreinigungen mit diesen Endothelzellen verantwortlich sein.
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V.7. Cyp2C11

Bei den Versuchen beziiglich der Verteilung der Cyp2C11 konnte sich kein eindeutiges
Ergebnis abzeichnen. Lediglich ein starkes IMCD-Signal in vier Sammlungen wurde
beobachtet. Zwei der vier PCT-, drei der vier CCD/CT- und eine der vier Glom*-Proben
zeigten ebenfalls Signale. Die Signale der PCT waren etwas schwicher als das IMCD-Signal.
Die CCD/CT-Signale und das Glom*-Signal fielen sogar extrem schwach aus. In allen
anderen Segmenten sowie in VR konnten keine Signale entdeckt werden. Verglichen mit dem
bereits beschriebenen Versuch von Kaergel E. et al. (16) gibt es Widerspriiche. Bei diesem
Versuch an transgenen Ratten, welche sowohl menschliche Renin- als auch Angiotensinogen-
Gene iibermifig exprimieren und somit Bluthochdruck, Entziindungen und Nierenversagen
verursachen, wurde beobachtet, dass die Cyp2C11-Werte abnahmen. Dabei war die
Expression der Cyp2C11 in den Tubuli der transgenen Ratten zwischen der fiinften und
siebten Woche im Vergleich zur Expression der Cyp2C11 in den Tubuli der
altersentsprechenden Ratten aus der Kontrollgruppe deutlich verringert. Die Expression der
Cyp2C11 wurde hier ausschlieBlich in den Tubuli der duleren Medulla beobachtet. Bei
diesem Versuch werden jedoch nicht die genauen tubuldren Anteile beschrieben. In den
BlutgefiBen konnte bei Kaergels Versuch keine Expression der Cyp2Cl11 festgestellt werden,
bei einem anderen Versuch an Zucker-Ratten dagegen schon (58). Bei den Versuchen der hier
vorliegenden Arbeit konnte keine Expression in der dufleren Medulla festgestellt werden,
jedoch im Cortex und der inneren Medulla. Bei einem weiteren Versuch scheint es eine
teilweise Ubereinstimmung zu geben, was den Cortex betrifft. Bei diesem Versuch wurde
adiposen Zucker-Ratten, deren Cyp2C11- und Cyp2C23- Proteinwerte erniedrigt waren, der
Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor (PPAR)-alpha-Agonist Fenofibrat fiir vier

Wochen verabreicht. Sowohl die kortikalen als auch die vaskuldren Cyp2C11- und Cyp2C23-
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Proteinwerte steigerten sich durch Fenofibrat erheblich (60). Bei den Versuchen dieser Arbeit
konnten teilweise auch, wenn auch schwache Signale in den kortikalen Strukturen wie PCT,
CCD/CT und Glom" entdeckt werden, in VR dagegen nicht. Beim Versuch von Zhao X et al.
wurden jedoch nicht die genauen kortikalen Strukturen beschrieben und als Versuchstiere
keine Sprague-Dawley, sondern Zucker-Ratten verwendet. Bei einem fritheren Versuch von
Zhao X et al. zeichnete sich dhnliches ab. Auch hier wurden erhohte Cyp2C11-Proteinwerte
im Cortex nach 14-tdgiger hoher Salzverabreichung an Ratten, sowie erheblich erhohte
Cyp2C11- und Cyp2C23-Proteinwerte in den renalen Mikrogefifien gemessen. Eine
kombinierte Verabreichung von Angiotensin II und erhohter Salzdosis verhinderte dagegen
die Erhohung der Cyp2C11-Proteinwerte im Cortex und senkte die Proteinwerte der
Cyp2C11, Cyp2C23 und Cyp2J in den renalen Mikrogefiien sogar erheblich (59). Um
welche Strukturen des Cortex es sich genau handelt, wurde auch bei diesem Versuch nicht
exakt beschrieben. Es konnten daher also auch andere nichttubulére Strukturen fiir diese
Werte verantwortlich sein. Ein weiterer Versuch bestitigt die Cyp2C11-Proteinexpression in
renalen kortikalen Mikrosomen von Ratten. In diesem Versuch zeigte sich, dass die
Expression in den Mikrosomen der proximalen tubulidren Zellen viel groBer war als in den
Mikrosomen der distalen tubuldren Zellen (7). Auch in Astrozyten und in zerebralen
perivaskuldren Nerven, die die mittlere Hirnschlagader innervieren, konnte die Cyp2C11-
Expression nachgewiesen werden (12). Man kann aber wohl ausschieflen, dass eine
Verunreinigung mit den eben genannten Zellstrukturen bei den Versuchen dieser Arbeit
stattfand, zumal sich diese Strukturen im zentralen Nervensystem befinden.

Insgesamt kann man daher also nur teilweise von einer Ubereinstimmung mit anderen
Ergebnissen sprechen. Denn in fritheren Versuchen wurde Cyp2C11 bereits im Cortex
nachgewiesen, wobei darin nicht aufgefiihrt wird, um welche kortikalen Anteile es sich genau
handelt. In den Versuchen dieser Arbeit konnte man ebenso Signale im Cortex nachweisen.

Diese fielen jedoch schwach aus und traten nicht in jeder Sammlung auf.
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V1. Zusammenfassung

Die Lipoxygenasen Lox-5, Lox-12 und Lox-15 sowie die Cytochromoxydasen Cyp4Al,
Cyp4A2, Cyp4A3, Cyp2C23 und Cyp2Cl11, die unter anderem eine sehr wichtige Rolle im
Arachidonsdure-Stoffwechsel spielen, tibernehmen eine Reihe von entscheidenden
Funktionen, wie z.B. die Vermittlung von Entziindungsreaktionen, strukturelle
Verédnderungen bei Diabetes, Regulierung des Blutdrucks und viele weitere Prozesse bei
anderen Erkrankungen. Daher ist deren Lokalisation in den einzelnen Nephronsegmenten des
Cortex sowie der duBeren und inneren Medulla von enormer Bedeutung. Rattennieren wurden
hierfiir in Cortex, duBerer und innerer Medulla mikrodisseziert. Die mikrodissezierten
Nephronsegmente wurden nach Kollagenase-Verdau gesammelt und die mRNA-Verteilung
wurde durch RT-PCR untersucht.

So konnte man in den Versuchen die Lox-12 vor allem in Glom™ entdecken. Die Signale in
mTAL, cTAL, und CCD/CT in diesen Versuchen waren jedoch sehr schwach, so dass diese
wohl daher vernachlissigt werden konnen. Lox-15-Expressionen fanden sich dagegen in
cTAL, DCT, CCD/CT, OMCD und IMCD mit zunehmender Expressionsstirke in Richtung
der Sammelrohre. Die Lox-5-mRNA konnte man hauptséchlich in Glom™ und Glom™
entdecken. Die Signale in PCT, mTAL, cTAL, DCT, CCD/CT, OMCD und IMCD waren
jedoch sehr schwach, so dass auch diese vernachlissigt werden konnen. Sie konnen auch
durch Verunreinigungen aus VR stammen, in denen tatséchlich die Lox-5-Expression
nachgewiesen werden konnte. Was die Verteilung der Cyp4A1 angeht, konnten bei diesen
Versuchen Expressionen der PCT in jeder Sammlung beobachtet werden. Gelegentliche sehr
schwache Signale fanden sich auerdem in Glom’, dTL, mTAL und cTAL, welche durch
Verunreinigungen von anderen Zellen stammen konnten, zumal die Cyp4A1-mRNA bereits

in Epithelzellen der proximalen Tubuli und generell in Zellen anderer Organe entdeckt
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werden konnte. Cyp4A2 bzw. Cyp4A3 wurden dagegen gemeinsam untersucht, da die Primer
homologe Bereiche der beiden Enzyme erkennen. Cyp4A2- bzw. Cyp4A3-Signale konnten in
diesen Versuchen in PCT, Glom™, Glom"™ und dTL entdeckt werden. Die Cyp2C23-mRNA
dagegen konnte in Glom™, Glom*, PCT und in schwiécherer Form in IMCD lokalisiert werden.
Beziiglich der Verteilung der Cyp2C11 lassen die Versuche keine eindeutige Aussage zu, da
die Ergebnisse der Sammlungen sehr unterschiedlich ausfielen. Demnach ist die Cyp2C11-
mRNA eventuell in PCT und IMCD exprimiert. Vernachlédssigbar schwache Signale wurden
in CCD/CT und Glom" gefunden.

Insgesamt betrachtet kann man durch Blockierung gewisser Abbauprodukte der
Arachidonsdure, wie z.B. Prostaglandine, Leukotriene oder 20-HETE, die durch
Cyclooxygenasen, Lipoxygenasen und Cytochromoxidasen freigesetzt werden, nicht nur
Schmerzen hemmen, sondern auch Erkrankungen wie Asthma, Krebs oder Herz-Kreislauf-
Erkrankungen beeinflussen. Schon daher zeigt sich die Bedeutung der Lokalisation dieser

Enzyme.
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VIII. Anhang

VIIIL.1. Abkiirzungsverzeichnis

ANGII Angiotensin II

AQ-4 Aquaporin-4

AS Arachidonséure

aTL Aufsteigender diinner Teil der Henle-Schleife, ascending thin limb

ATPase Adenosintriphosphatase

Bidest Doppelt destilliertes Wasser

BSA Bovines Serumalbumin

C Cortex

CCD/CT | Kortikales Sammelrohr mit verbindendem Tubulisegment, cortical collecting
duct/connecting tubule

cDNA Komplementire Desoxyribonukleinséure, complementery deoxyribonucleic
acid

Cox Cyclooxygenase

cTAL Aufsteigender dicker Teil der Henle-Schleife, cortical thick ascending limb

Cyp Cytochrom P450

Cyp2C11 | Cytochrom P450 2C11

Cyp2C23 | Cytochrom P450 2C23

Cyp2J Cytochrom P450 2J

Cyp4Al Cytochrom P450 4A1

Cyp4A2 Cytochrom P450 4A2

Cyp4A3 Cytochrom P450 4A3

Cyp4AS8 Cytochrom P450 4A8

dATP Desoxyadenosintriphosphat

DCT Distaler konvoluter Tubulus, distal convoluted tubule

dCTP Desoxycytidintriphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DHT Dihydrotestosteron

DNA Desoxyribonukleinsdure, deoxyribonucleic acid

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

dTL Absteigender diinner Teil der Henle-Schleife, descending thin limb

dTTP Desoxythymidintriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure, ethylendiaminetetraacetic acid

EET Epoxyeicosatrienséure

FLAP Lox-5 aktivierendes Protein, 5-lipoxygenase activating protein

g Gramm

GFR Glomerulédre Filtrationsrate

Glom Glomerulus

Glom* Glomerulus mit Arteriole

Glom Glomerulus ohne Arteriole

Glom" (g) | Gespiilter Glomerulus mit Arteriole
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GTC

Guanidinthiocyanat

HETE Hydroxyeicosatetraensiure

HPETE Hydroperoxy-eicosatetraenséure

M Innere Medulla, inner medulla

IMCD Sammelrohr der inneren Medulla, inner medullary collecting duct
Lox-5 Lipoxygenase 5

Lox-12 Lipoxygenase 12

Lox-15 Lipoxygenase 15

LS Lingenstandard

LTA4 Leukotrien A4

LTB4 Leukotrien B4

LTC4 Leukotrien C4

LTD4 Leukotrien D4

LTE4 Leukotrien E4

LX Lipoxin

M Molar

MEM Minimum essential medium

mg Milligram

min Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

mm Millimeter

mmHG Millimeter Hydrargyrum

mRNA Messenger Ribonukleinsédure, messenger ribonucleic acid
mTAL Aufsteigender dicker Teil der Henle-Schleife, medullary thick ascending limb
NADP Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat

NCC Thiazidsensitiver Natrium-Chlorid-Cotransporter
NKCC2-A | Natrium-Kalium-2-Chlorid-Cotransporter

NSN Nephrotoxische Serumnephritis

ODN Oligonukleotid

oM AuBere Medulla, outer medulla

OMCD Sammelrohr der duleren Medulla, outer medullary collecting duct
PCT Proximaler konvoluter Tubulus, proximal convoluted tubule
PCR Polymerasekettenreaktion, polymerase chain reaction

pH Potentia Hydrogenii, pH-Wert

pmol Picomol

PPAR Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor

PRC Plasma-Renin-Konzentration

PST Proximaler gerader Tubulus, proximal straight tubule
PTH/PTHrP | Parathyreoidhormonrezeptor

RBF Renaler Blutfluf3

RNA Ribonkleinsiure, ribonucleic acid

RNAse RNA hydrolysierendes Enzym

RNAsin Ribonukleaseinhibitor

RT Reverse Trankription

SGTL-2 Natrium-Glucose-Cotransporter

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA

TL Diinner Teil der Henle-Schleife, thin limb
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TNF Tumornekrosefaktor

tRNA Transfer-RNA

U Unit

Uuv Ultra-violett

VR Vasa recta

g Mikrogramm

ul Mikroliter

pm Mikrometer

5-HETE 5-Hydroxyeicosatetraensdure
5-HPETE 5-Hydroperoxy-eicosatetraensidure
5,6-EET 5,6-Epoxyeicosatriensédure
8,9-EET 8,9-Epoxyeicosatriensidure
11,12-EET | 11,12-Epoxyeicosatriensédure
12-HETE 12-Hydroxyeicosatetraensédure
12-HPETE | 12-Hydroperoxy-eicosatetraenséure
14,15-EET | 14,15-Epoxyeicosatriensiure
15-HETE 15-Hydroxyeicosatetraensiure
15-HPETE | 15-Hydroperoxy-eicosatetraenséiure
19-HETE 19-Hydroxyeicosatetraensédure
20-HETE 20-Hydroxyeicosatetraensiure

°C Grad Celsius

% Prozent
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