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1 Einleitung

1.1 Eikosanoide

Der Begriff Eikosanoide (eikosi = zwanzig) unfaldt eine grof3e Zahl von biologisch
aktiven Verbindungen, die aus ungesattigten C,y Fettsduren gebildet werden. Eine
wichtige Rolle unter den Vorlaufern der Eikosanoide spielt die essentielle Fettsaure
Arachidonsaure, deren  Freisetzung aus Membranlipiden den  ersten
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Metabolismus darstellt. Es wird
angenommen, dafd die zytosolische Phospholipase A, fir die Abspaltung dieser
ungesattigten Fettsaure an der sn2 Position von Glycerophospholipiden
verantwortlich ist. Neben dieser Moglichkeit wird eine Freisetzung Uber
Phospholipase C, Monoacylglycerol- und Diacylglycerol-Lipasen diskutiert (Mitchell
et al., 1993). Fur den weiteren Syntheseweg der Eikosanoide existieren drei

Alternativen, die zu unterschiedlichen Eikosanoiden fihren (Abb. 1).

Membranphospholipide

Phospholipase A,
(Phospholipase C,
Acylglycerol Lipasen)

|

Arachidonsaure
|

Cyclooxygenase Lipoxygenase Epoxygenase
Prostaglandin- Hydroperoxy- Epoxyeicosa-
endoperoxid eicosatetraen- trienséuren (EETS)
(PGH,) saure N

V/I &\\ Leukotrien A Hydroxyeicosa-

4 tetraensauren (HETE)

Prostaglandine Thromboxan Azl
D,E, F, | i
2 B2 P by Leukotriene Leukotrien B,

(Prostanoide) c,D,E,

Abb.1: Synthesewege der Eikosanoide

Bei Epoxyden handelt es sich um Stoffwechselprodukte der Cytochrom P-450
Epoxygenasen. Dabei entstehen durch Oxygenierung aus Arachidonsdure

Epoxyeikosatriensauren (EET), die in Niere und Leber bedeutsam sind (Breyer und
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Brady 1996). Ein zweiter Metabolisierungsweg erfolgt Uber den Einbau von
Hydroperoxidgruppen durch Lipoxygenasen. Die entstehende
Hydroperoxyeikosatetraensaure (5-HPETE) wird Uber das Leukotrien A, weiter zu
den Leukotrienen B;,, C4, D, und E4 umgesetzt. Alternativ kdbnnen aus HPETEs auch
Mono-, Di- oder Trihydroxy-Fettsauren wie z. B. die Hydroxyeikosatetraensauren
(HETES) oder Lipoxine entstehen (Breyer und Badr, 1996). Die dritte Mdglichkeit der
Verstoffwechselung von Arachidonséure besteht Uber das Enzym Cyclooxygenase
zu den Prostanoiden. Dieser Syntheseweg bestimmt den Hauptanteil des
Arachidonsauremetabolismus in der Niere und steht deshalb in dieser Arbeit im

Vordergrund.

1.2 Die Cyclooxygenasen

An der Prostaglandinbiosynthese ist die Cyclooxygenase (COX) als limitierendes
Enzym beteiligt. Sie katalysiert die Umsetzung von Arachidonséure durch eine
Cyclooxygenase- und Peroxidaseaktivitit zu PGH,, welches mit Hilfe von
gewebsspezifischen Synthasen zu den jeweiligen Endmetaboliten umgesetzt wird.
Cyclooxygenase-Inhibitoren werden therapeutisch eingesetzt, um die
Prostaglandinbildung zu unterdriicken. Seit der Entdeckung einer zweiten Isoform
der COX unterscheidet man die Cyclooxygenasen 1 und 2 (COX-1 und -2) (Kujubu et
al., 1991; O'Banion et al., 1991; Xie et al., 1991). Seit einiger Zeit wird die Existenz
einer dritten Isoform (COX-3), die eine Bedeutung bei chronischer Inflammation

besitzen soll, vermutet (Willoughby et al., 2000).
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Abb. 2: Biosynthese von Prostaglandinen aus Arachidonsaure. Die Synthesewege
von PGE,, PGIl, und TxA,, auf die in dieser Arbeit fokussiert wird, sind
hervorgehoben.

1.2.1 Die Cyclooxygenase 1

Bezlglich der Funktion dieser Isoform besteht weitgehend die Auffassung, dal3 sie
aufgrund ihrer konstitutiven Expression in velen Gewebearten fur die ,housekeeping
functions® der Prostaglandine verantwortlich sei (Otto und Smith, 1995; Vane et al.,
1998). Entsprechend fehlen dem COX-1 Promoter die fur inflammatorische
Mediatoren typischen Bindungsstellen fir das zyklische Adenosinmonophosphat
responsive Element (CRE) und dem nukle&ren Faktor kB (NFKkB)(s. Abb. 3).
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-734/-729 -478/-452

-784/-775 -597/-592 | -403/-398 -32/-15
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Myb Spl Spl
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Abb. 3: Die 5'- flankierende Promotorregion des humanen COX-1-Gens (Inoue et al.,
1995). Eingezeichnet sind potentielle Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren
basierend auf Sequenzvergleichen. Die Zahlenangaben beziehen sich auf
Basenpaare vor dem Transkriptionsstart.

Durch Entzindungsmediatoren wie z.B. Kinine laf3t sich die COX-1 Expression nicht
stimulieren.  Einen regulatorischen  Einfluld  besitzen jedoch neben den
Sexualhormonen ,human chorionic Gonadotropin“ (hcG) (Toth et al., 1996) und
Ostradiol-17b (Jun et al., 1998) ,vascular endothelial growth factor* (VEGF) (Bryant
et al., 1998) und ,nerve growth factor* (NGF) (Kaplan et al., 1997). ,Transforming
growth factor b* (TGF-b) erhoht vermutlich tUber eine Starkung der COX-1-mRNA
Stabilitat deren Expression (Diaz et al., 1998).

Vereinzelt gibt es auch Berichte Uber eine Regulation der COX-1 Expression bei
inflammatorischen Vorgangen. So steigt die COX-1 Expression in den Glomeruli von
Rattennieren im Modell der anti-Th1l-Nephritis an (Hirose et al., 1998) und fallt in der
Lunge und im Herzen von Ratten nach Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) bei
gleichzeitiger Hochregulierung der COX-2 ab (Liu et al., 1996). Eine ahnliche
gegensatzliche Regulation der beiden COX-Isoformen findet sich in der Niere
abhangig von der diatetischen Na’-Aufnahme (Jensen et al., 1999). Es besteht
ebenfalls ein Zuammenhang zum Renin-Angiotensin-System der Niere. So konnte
beispielsweise Angiotensin Il Uber Stimulation des vascular endothelial growth
factors (VEGF) EinfluR auf die COX-1 Expression (Chua et al., 1998) nehmen,
wahrend es selbst negativ auf die COX-2 Expression wirkt (Cheng et al., 1999). Auf
der anderen Seite wirkt COX Inhibition negativ auf die Reninexpression (Greenberg
et al., 1993; Harding et al., 1997).
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1.2.2 Die Cyclooxygenase 2

Nach der Entdeckung der zweiten Isoform der COX ging man zunachst von einer
ausschlie3lichen pathophysiologischen Rolle dieser Isoform aus. Diese Theorie
wurde zunachst durch zahlreiche Untersuchungen an entziindlichen Geweben
bestéatigt. So kommt es bei verschiedenen Nephritiden zu einer Hochregulation der
COX-2 in der Niere (Feng et al., 1993; Tomasoni et al., 1998).

Die COX-2 Expression laRt sich durch Cytokine und Mitogene stimulieren (Hinz et
al., 1999), was ihre inflammatorisch bedingte Hochregulierung erklart. Entsprechend
finden sich im COX-2 Promotor im Gegensatz zum COX-1 Promotor Bindungsstellen
fur CRE und NFKB sowie die fir induzierbare Gene typische TATA-Box (Kosaka et
al., 1994).

-725 -709 -6 -448 -400 270 -223
NF-IL6 GATA-1 PEA-3 Spl AP2 PEA3 +59
GRE NF-kB NF-kB NF-L6 CRE

TATA Box

Abb. 4: Die 5'- flankierende Promotorregion des humanen COX-2-Gens (Inoue et al.,
1995; Kosaka et al.,, 1994). Eingezeichnet sind potentielle Bindungsstellen fir
Transkriptionsfaktoren basierend auf Sequenzvergleichen. Die Zahlenangaben
beziehen sich auf Basenpaare vor dem Transkriptionsstart.

Einen positiven Effekt auf die COX-2 Expression tben z. B. die Cytokine Interleukin
(IL) 1 b (Yucel et al., 1999) und ,tumor necrosis factor a“ (TNFa) (Jobin et al., 1998),
die Wachstumsfaktoren ,basic fibroblast growth factor* (bFGF) (Sasaki et al., 1998),
der ,platelet derived growth factor* (PDGF) (Xie et al., 1996) und Angiotensin Il im
glatten Gefallmuskel (Ohnaka et al., 2000) aus. Stickstoffmonoxid (NO) wirkt
offensichtlich abhéngig von der Dauer der COX-2 Expression (Diaz et al., 1999).

Negativ auf die COX-2 Expression wirken dagegen die antiinflammatorischen
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Cytokine IL 4, 10 und 13 (Hinz et al., 1999; Niro et al. 1995; Noguchi et al., 1999),
Angiotensin Il in der Niere (Cheng et al, 1999) und Prostaglandin E,
(Akarasereenont et al., 1999; Karim et al., 1997).

Neben der von Karim et al. (1997) postulierten direkten Wirkung von PGE, auf die
COX-2 Expression sind aufgrund der Wirkungen der Prostaglandine auf andere
Mediatoren verschiedene indirekte Ruckkopplungsmechanismen denkbar. So
stimuliert PGE, z. B. die Expression der induzierbaren Isoform der NO-Synthase
(INOS) (Milano et al., 1995; Tetsuka et al., 1994), welche tber das NO auf die COX-
2-Expression wirkt. Andere Mdglichkeiten ergeben sich tber die Beeinflussung von
TNFa (Gong et al.,, 1990; Zhong et al., 1999) oder Uber das Renin-Angiotensin-
System.

Die Wirkungsweisen der meisten dieser Mediatoren wurden bislang nur in Zellkultur
untersucht, dabei ergaben sich je nach verwendetem Modellsystem unterschiedliche
bis widerspriichliche Ergebnisse. So kann Interferon-g sowohl eine Steigerung
(Rocca et al.,, 1999) als auch eine Suppression (Barrios et al., 1998) der COX-2-
Expression bewirken (Noguchi et al., 1999). IL-13 kann unter bestimmten Umstanden
auch die COX-2 induzieren (Yu et al., 1996). Zur Regulation der COX-2 Expression
besteht also ein komplexes Geflecht von unterschiedlichen Mediatoren, welche sich
teilweise gegenseitig (Cytokine) beeinflussen oder PG-abhangig reguliert werden.
Seit einiger Zeit wird zunehmend auch eine physiologische Rolle der COX-2
postuliert. Zu dieser These gelangte man durch Untersuchung von gesundem
Nierengewebe (Guan et al., 1997; Harris et al., 1994; Kémhoff et al., 1997) und von
COX-2 knockout-Méausen. Diese Tiere zeigten eine hohe Letalitdt und entwickelten
einen terminalen Nierenschaden, der durch eine Unterentwicklung dieses Organs
verursacht wurde. Gewebeabnormalitdten zeigten sich auch im Herzen und den
Ovarien. Weibliche COX-2 knockout-Tiere waren unfruchtbar (Dinchuk et al., 1995).
Uber die Funktion der konstitutiv exprimierten COX-2 fiir die Niere besteht jedoch
weiterhin Unklarheit. Se scheint jedoch wichtig fur die Entwicklung der Niere zu sein
(Dinchuk et al., 1995; Komhoff et d., 1997; Morham et al., 1995) bzw. einen Einflul3
auf den Na’-Stoffwechsel zu haben (Harris et al., 1994). Hierbei spielt der
Zusammenhang zwischen COX-2 und dem Renin-Angiotensin-System

madglicherweise ein Rolle.
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1.2.3 Selektive Hemmung der Cyclooxygenase 2

Die pharmakologische Wirkung der meisten nicht steroidalen Antiphogistika (NSAID)
berunt auf der Hemmung der Cyclooxygenaseaktivitat und der daraus folgenden
verminderten Bildung von Prostaglandinen. In vitro Untersuchungen zeigten
Unterschiede der gebrauchlichen NSAIDs bezuglich ihrer COX Isoenzym-Selektivitat
(s. Tab. 1). Zur Feststellung der Selektivitdt hat sich der sogennante "Vollblut-Assay"
durchgesetzt. Dabei wird die TxA, Produktion aus Plattchen als Parameter fur die
COX-1 Aktivitat und die PGE, Freisetzung aus LPS-stimulierten Monozyten als
Parameter fur die COX-2 Aktivitatt gemessen. Andere Testsysteme, z. B. an
rekombinanten Enzymen, liefern teilweise extreme Unterschiede in der Bestimmung
der Selektivitat einzelner Substanzen. Sogar bei Verwendung des gleichen
Testsystems gelangen verschiedene  Arbeitsgruppen zu  unterschiedlichen
Ergebnissen. So erhalt man fur Celecoxib an isolierten Enzymen eine COX-1/COX-2-
ICso-Ratio von 375 (Penning et al.,, 1997), im Vollblutassay eine Ratio von 30
(Patrono et al., 2001) bzw. von 1.5 (Warner et al., 1999). Die Rangfolge der
untersuchten Substanzen bezuglich ihrer COX-2 Selektivitat bleibt jedoch meistens

erhalten.

Inhibitor COX-1/COX-2 ICxy Ratio
Ibuprofen 0.5
Naproxen 0.7
6-methoxy-2-naphthyl- 15
Essigsaure

Acetaminophen 1.6
Indomethazin 1.9
Meloxicam 18
Nimesulide 19
Diclofenac 29
Celecoxib 30
Rofecoxib 267

Tab.1: Inhibitoren der Cylooxygenase und deren Isoenzymselektivitdt. Bestimmt
wurden im Vollblutassay die ICso Werte der Substanzen fur die Hemmung der COX-1
bzw. COX-2. Angelehnt an Patrono et al. (2001).
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Da durch Untersuchungen der COX-2 Expression bekannt war, dafd hauptsachlich
diese Isoform fur die Produktion von Prostaglandinen wéhrend der Inflammation
verantwortlich ist, wurden gezielt Hemmstoffe mit einer starkeren COX-2 Selektivitat
entwickelt. In Deutschland sind momentan als selektive COX-2 Inhibitoren Celecoxib
(Celebrex?, Searle, Niirnberg) und Rofecoxib (Vioxx®, MSD, Haar bei Miinchen)
zugelassen (Abb. 5). Man versprach sich von diesen Substanzen eine effektive
antiphlogistische Wirkung bei minimalen Nebenwirkungen, die bei klassischen
NSAIDs hauptsachlich die Niere und den Gastrointestinaltrakt betreffen. In der Tat
zeigten die VIGOR- (Bombardier et al., 2000) und die CLASS-Studie (Silverstein et
al., 2001) fir die selektiven COX-2 Inhibitoren Rofecoxib und Celecoxib eine
geringere Zahl gastrointestinale Blutungen bei Patienten mit Osteoarthritis und
rheumatoider Arthritis. Allerdings machen neuere Analysen, insbesondere der
CLASS-Studie, eine solche Selektivitdt nach einem Behandlungszeitraum von 12
Monaten wenig wahrscheinlich. Inzwischen wurden auch Félle schwerer
gastrointestinaler Nebenwirkungen mit Todesfolge durch Einnahme von Celecoxib
bekannt (Weaver et al., 2001).

(2\//0 Os /.
S, S
H,N HLC”
N
“NOXy- CF,
_ \ O
\
O
H,C

Abb. 5: Strukturformeln der beiden in Deutschland zugelassenen selektiven COX-2
Inhibitoren Celecoxib (4-[5-(4-Methylphenyl)-3-(trifluoromethyl)-1H-pyrazol- 1-
yllbenzensulfonamid, links) und Rofecoxib (4-(4'-Methylsulfonylphenyl)-3-phenyl-
2(5H)-furanon, rechts) (aus (Penning et al., 1997)).

Zudem héaufen sich Berichte Uber schwere renale Nebenwirkungen von Rofecoxib
und Celecoxib (Wolf et al., 2000; Graham et al., 2001; Perazella et al., 2000; Rocha
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et al., 2001; Samer at al., 2002; Wahba et al., 2001), die haupséchlich bei &alteren
Menschen beobachtet werden. Diese Tatsache kbnnte im Zusammenhang mit einer
verstarkten COX-2 Expression bei &alteren Personen stehen (Nantel et al., 1999).
Man vermutet mittlerweile, dal3 selektive COX-2 Hemmstoffe mindestens die gleiche
Nephrotoxizitdt aufweisen wie unselektive Substanzen (Eras et al., 2001), obwohl

entsprechende prospektive klinische Studien noch fehlen.

1.2.4 Weitere Isoformen der Cyclooxygenasen

Bei Untersuchungen am Carrageenan-Modell, einem Modell der Entziindung bei der
Ratte, beobachteten Willoughby et al. (2000) in der Auflésungsphase der
inflammatorischen Antwort ein Wiederauftreten von COX-2 Protein, das zwar zu
Beginn der Inflammation vorhanden war, dann jedoch zunachst verschwand. Dieses
Wiederauftreten der COX-2 war verbunden mit einem  veranderten
Prostaglandinmuster. Anstatt des eher pro-inflammatorischen PGE, wurden nun die
anti-inflammatorischen  Prostaglandine PGD,, PGF,, und 15desoxyD****PGJ,
gebildet. Da die Behandlung mit selektiven COX-2 Inhibitoren zu diesem Zeitpunkt
wirkungslos war, postulierte diese Gruppe, dald es sich hier um eine weitere Isoform
der Cyclooxygenase, eine COX-3; handelte, die von dem Antikdrper im Western Blot
falschlicherweise als COX-2 erkannt wurde.

1.3 Funktionen der Prostaglandine in der Niere

Unter den Prostanoid-synthetisierenden Geweben ist die Niere eines der aktivsten,
und da diese Mediatoren hauptsachlich an ihrem Bildungsort wirken, stellt die Niere
gleichzeitig fiur die Prostaglandine eine wichtige biologische Zielscheibe dar. Die
Reaktion des Gewebes auf natirlich gebildete oder kinstlich zugefiihrte
Prostaglandine ist unterschiedlich. PGE, wirkt beispielsweise in einigen Gefal3en als
Vasodilatator und in anderen als Vasokonstriktor (Coleman et al., 1990; Lawrence et
al.,, 1992). Die verschiedenen Effekte von PGE, sind wahrscheinlich auf eine
unterschiedliche  Verteilung der einzelnen Rezeptorsubtypen fur PGE;
zurickzufuhren (Breyer und Breyer, 2001) (s. Kap. 1.4). In verschiedenen
Funktionseinheiten der Niere, wie Glomerulus, Tubulus, Sammelrohr oder
interstitiellen Zellen wurde die Prostaglandinsynthese und die Rezeptorverteilung

untersucht. In Endothelzellen der Nierenarterien und —arteriolen konnte
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Cyclooxygenaseaktivitdt nachgewiesen werden. Eine Vielzahl von Studien zeigte,
dalR PGE; und PGI, die glatte Gefalimuskulatur dilatieren, wahrend TXA,, PGF,, und
manchmal auch PGE, zur Vasokonstriktion fihren (Breyer und Badr, 1996). In der
Niere Uberwiegenden mengenmalRig PGE, und PGI,. Sie beeinflussen die renale
Hamodynamik, die glomerulare Filtration sowie die Na*-Homoostase (Schror, 1984).
Diese Wirkungen beruhen neben der vasodilatorischen bzw. -konstriktorischen
Wirkung dieser Metabolite auf der Beeinflussung anderer Mediatoren, wie z. B. dem
Renin-Angiotensin-System (RAAS) (Schror, 1993). Ihre direkten regulatorischen
Wirkungen im physiologischen Zustand sind eher von geringer Bedeutung. Bei
gesunden  Probanden kommt es beispielsweise nach Hemmung der
Prostaglandinsynthese durch Cyclooxygenaseinhibitoren zu keiner Anderung der
renalen Durchblutung. Bei Nierenfunktionstérungen mit Minderperfusion, drohender
Ischamie oder Belastungssituationen (z. B. Na‘'-Mangel) sind die Prostaglandine
jedoch fur die Aufrechterhaltung der renalen Blutversorgung und der
Elektrolythomobostase unverzichtbar. Diese Eigenschaften der Prostaglandine
sprechen dafir, dald es sich bei der Aktivierung des Prostaglandinsystems in der
Niere in erster Linie um einen ,Notfallmechanismus” handelt, der die Niere vor den
durch sie selbst erzeugten Pressorhormonen schutzt (Brater et al., 2001; Imig, 2000;
Schror, 1984; Stahl, 1986; Storck und Dunn, 1985). Prostaglandine werden
ausgehend von Arachidonsdure, welche durch die Phospholipase A, aus
Membranlipiden abgespalten wird, in einem mehrstufigen Prozel3 unter Beteiligung
von Cyclooxygenasen und Prostaglandinsynthasen gebildet. Durch Steigerung der
Aktivitat dieser Enzyme kbnnen bei Bedarf mehr Prostaglandine gebildet werden. Am
effektivsten ist dabei die Steigerung der Cyclooxygenaseaktivitat, die sich unter
anderem durch eine gednderte Genexpression erreichen lalt. Durch
inflammatorische Mediatoren leicht induzieren laf3t sich die Cyclooxygenase 2 (COX-
2). Diese Isoform wird bei Inflammation haufig verstarkt exprimiert und ist flr eine
Steigerung der Prostaglandinbildung verantwortlich (McAdam et al., 2000; James et
al., 2001; Katori et al., 2000; Otto und Smith, 1995; Vane et al., 1998).

Durch unselektive Inhibition der Cyclooxygenasen, beispielsweise mit Iboprufen,
Diclofenac oder Indomethacin, und der damit verbundenen verminderten
Prostaglandinbildung liel3 sich bei Glomerulonephritis die gesteigerte Ausscheidung
von Proteinen mit dem Urin (Proteinurie) verringern (Lagrue und Hirbec, 1979;

Pasero et al.,, 1973; Renner und Held, 1971). Da die Proteinurie eine wichtige
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Komplikation bei Nephritis darstellt, wurden diese Inhibitoren friher haufig
eingesetzt, bis sich zeigte, dal3 die Verminderung der Proteinurie lediglich auf eine
verschlechterte renale Durchblutung zurickzufiihren war. Durch COX-Inhibition
wurde somit der Prostaglandin-gesteuerte Schutzmechanismus zur
Aufrechterhaltung der Durchblutung und damit der Nierenfunktion unterbrochen. Vor
diesem Hintergrund ist es verstandlich, dal’ Inhibitoren der Cyclooxygenase, die als
nicht steroidale Antiphlogistika (NSAID) z. B. bei Rheumatoider Arthritis eingesetzt
werden, insbesondere bei Patienten mit vorgeschadigten Nieren renale
Nebenwirkungen zeigen konnen. Dal3 selektive COX-2 Inhibitoren gerade bei alteren
Menschen schwere Nierenschadigungen hervorrufen koénnen (Graham, 2001;
Perazella und Eras, 2000; Rocha und Fernandez-Alonso, 2001; Samer et al., 2002;
Wahba und Soper, 2001; Wolf et al., 2000), kénnte durch eine verstarkte COX-2
Expression in der Macula Densa éalterer Menschen (Nantel et al., 1999) erklart

werden.
Ren_m- : Aktivierung
Angiotensin
System
Angiotensin Il
Aktivierung Aldosteron
... Inhibition
o, PGE,, PGI,
A\ 4
: renale
verminderte _ renale
Vasokonstriktion renale. .| prostaglandi
FEELS verschlechterte Vasodilatation rostagrandin
Durchblutung : . Synthese
Nierenfunktion i

PGE,, PGl,, PGD,

AktiviemA / 4" |nhibition
N

orepinephrin

Adrenerges
Nerven
System

Aktivierung

normalisierte
Nierenfunktion

Abb. 6: Direkte und indirekte Wirkungen von Prostaglandinen in der Niere bei
verminderter renaler Durchblutung (nach Brater et al. (2001)).
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1.4 Prostaglandinrezeptoren in der Niere

Prostaglandine entfalten ihre Wirkungen Uber membranstédndige G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren. Die Primarstruktur dieser Rezeptoren besteht aus sieben
hydrophoben Bereichen, welche analog =zur Struktur von Bacteriorhodopsin
(Henderson et al., 1990) und Rhodopsin (Schertler et al., 1993) wahrscheinlich
transmembranare a-Helices bilden. G-Protein gekoppelte Rezeptoren binden ihren
Liganden an diese transmembrandren Doméanen und stehen mit dem G-Protein Uber
ihren intrazellularen Teil, besonders der dritten intrazellularen Schleife und dem
proximalen Abschnitt des Gterminalen Endes, in Verbindung (O'Dowd et al., 1989).
Das in der Niere vorherrschende Prostaglandin E, (PGE;) interagiert mit vier
verschiedenen EP-Rezeptor-Subtypen (EP,, EP,, EP; und EP4), wobei der EP;
Rezeptor 8 verschiedene Splicevarianten des C-terminalen, intrazellularen Teils
besitzt. Dagegen besitzen PGI, und TxA, jeweils nur einen spezifischen Rezeptor,
den IP und den in zwei Splicevarianten vorkommenden TP Rezeptor (Abb. 7).

Rezeptortypen DP EP FP IP TP
Rezeptorsubtypen EP, EP, EP, EP,
Splice-Varianten EP vy EPgey TP,y

Abb. 7: Prostanoid Rezeptoren (Adam et al., 1994; Kotani et al., 1995; Kunapuli et
al., 1994; Raychowdhury et al., 1994; Schmid et al., 1995). Dargestellt sind die
Rezeptoren fir die einzelnen Prostanoide und deren Aufgliederung in Subtypen und
Splicevarianten.

Da die Wirkungen von Prostaglandinen, die teilweise sogar gegensétzlich sein
konnen, stark von der Expression ihrer Rezeptoren an der Oberflaiche der einzelnen

Zelle abhéngen, findet sich in den verschiedenen Abschnitten des Nephrons je rach
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Funktion ein angepaRtes Expressionsprofil dieser Rezeptoren. Einen Uberblick (ber
die Verteilung der Rezeptoren fur PGE,, PGI, und TxA, im Nephron gibt Abb. 8.

EPA4, IP TP

TP, EP1? ‘ ). /

PCT

Cortex . mTAL

|l|l"“'

h
o I""I-
! -4+——— EP1, EP3
EP4
Medulla
PCT: proximaler corticaler Tubulus
Vasa Recta mTAL: medullarer aufsteigender Ast
der Henle'schen Schleife
EP2, EP4, IP CTAL: corticaler aufsteigender Ast
der Henle'schen Schleife
CCD: corticales Sammelrohr
MCD: medulldres Sammelrohr

Abb. 8: Verteilung und Funktion von Prostaglandinrezeptoren entlang des Nephrons
(nach Breyer (1998))

Die einzelnen Prostaglandinrezeptoren aktivieren tGber Kopplung an verschiedene G-
Proteine unterschiedliche intrazellulare Signalwege: Der EP; Rezeptor aktiviert die
Hydrolyse von Phosphatidylinositoldiphosphat zu Inositoltriphosphat tber Kopplung
an Gg, wahrend die anderen PGE, Rezeptoren die Bildung von cAMP lber G;
inhibieren (EP3) oder lUber G fordern (EP,, EPy).
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TP IP EP,

IP,+ DAG

/ \P

Ca?t -

KC

Abb. 9: G-Protein-Kopplung von Prostaglandinrezeptoren. AC: Adenylatcyclase;
PKA: Proteinkinase A; PIP,: Phosphatidylinositoldiphosphat; PLC: Phospholipase C;
IP3: Inositoltriphosphat; DAG: Diacylglycerol; PKC: Proteinkinase C.

Thromboxan und Prostacyclin (PGIl,) besitzen jeweils nur einen Rezeptorsubtyp. Der
Thromboxanrezeptor (TP) wirkt Uber Gg auf den Inositoltriphosphat-Weg; der
Prostacyclinrezeptor (IP) wirkt liber G cAMP erhdhend (Breyer, 1998). Uber eine
Kopplung von IP an G4 bei hoheren Konzentrationen des Agonisten ist ebenfalls
berichtet worden (Oka et al., 1993) (s. Abb. 9).

Untersuchungen zur Funktion der einzelnen Prostaglandinrezeptoren in der Niere
existieren hauptséchlich im Zusammenhang mit der Steuerung des Salz- und
Wasserhaushaltes und des Blutdrucks (Audoly et al., 2001; Jensen et al.,, 1999;
Sakairi et al., 1995; Tilley et al.,, 1999). Nur wenige Informationen existieren zur
Bedeutung von Prostaglandinrezeptoren bei inflammatorischen Zusténden in der
Niere. Es ist jedoch bekannt, dal3 bei der anti-Thy 1.1 Nephritis der Ratte der EP,

Rezeptor verstarkt exprimiert wird (Hartner et al., 2000).
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1.5 Integrine

Neben Immunglobulinen, Cadherinen und Selectinen bilden die Integrine eine eigene
Klasse innerhalb der Adhéasionsrezeptoren. Diese Glykoproteine sind Heterodimere
und bestehen aus je einer a- und b-Untereinheit. Bislang kennt man 16 a- und 9 b-
Untereinheiten, aber nur 22 Integrine, die aus deren Kombination entstehen. Die
Einteilung in Integrinklassen erfolgt zumeist aufgrund gleicher b-Untereinheiten. Eine
Ausnahme bilden dabei a,-Integrine: Die a,-Untereinheit kann im Gegensatz zu den
meisten anderen a-Untereinheiten an mehrere verschiedene b-Ketten binden. Funf
a-Integrine sind bisher bekannt: ab;, a\bs, abs abs und abg. Das abs-Integrin ist
ubiquitar im Organismus verbreitet, dominiert jedoch im Endothel.

Neben der Regulation der Gen-Expression und nachfolgend der Masse an
Rezeptorprotein kann die Aktivitat von Integrinen innerhalb kiirzester Zeit gesteuert
werden (s. Abb. 10), um die fur Immunreaktionen, Entziindungen und Hamostase

notwendigen raschen Veranderungen in Zelladh&sion und —migration zu bewirken.

ruhend aktiviert Liganden- Cluster-

(niedrigaffin) (hochaffin) bing bilg

ol Ediboooaocd HibEoooomoad oo cmocd Y] Hihed b0 <0 oo o0 s
-

ataalal ole'-w RHEO SIS T b SRS Wil = i talataltelataatetole' wlw

A outside-in
3 signaling
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G-Protein gekoppelter Rezeptor
(z.B. ADP, Thrombin, TXA,)

SIS Zytoskelett

: regulatorisches : 16slicher makromolekularer
Protein (z. B. FAK) Ligand (Fibrinogen, vVWF)

Abb. 10: Regulation der Aktivitdt von Integrinen durch outside-in und inside-out
signaling am Beispiel des a,gbs Integrins (modifiziert nach Topol et al., 1999). ADP:
Adenosin-monophosphat; FAK: Fokale Adhasionskinase; vWF: von Willebrandt
Faktor.
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Die Ligandenaffinitdt von Integrinen kann zum Beispiel durch Wachstumsfaktoren
oder immunologische Stimuli Uber entsprechende Rezeptoren mit nachfolgender
Aktivierung des Zytoskeletts und Ubergang der extrazellularen Bindungsstelle des
Integrins vom niedrigen in den hochaffinen Zustand reguliert werden (inside-out
signaling) (Schrér, 2000; Topol et al.,, 1999) (s. Abb. 10). Nach Bindung des
Liganden kommt es zur Bildung von Rezeptoroligomeren an der Membranoberflache.
Dies verursacht die Aktivierung intrazellularer Signalmolekile wie der fokalen
Adhéasionskinase (FAK) und eine Kontraktion des Actinzytoskeletts (outside-in
signaling), wodurch im Sinne eines positiven Ruckkopplungsmechanismus die
Ligandenaffinitat von Integrinen gesteigert wird (Gahmberg et al., 1998; Schror,
2000) (s. Abb. 10).

1.5.1 Adhasionsmolekile in der Niere

Im Bereich des Glomerulus kommen nach derzeitigem Kenntnisstand ausschlief3lich
b; und a,-Integrine vor. Im Endothel und in den Podozyten sind sie verantwortlich ftr
die Interaktion zwischen Podozyten, Endothel und extrazellularer Matrix und somit
auch fir die Funktion der glomerularen Basalmembran.

Integrine und ihre Liganden, z. B. des interzellulare Adhasionsmolekil-1 (ICAM-1)
und das vaskulare Zell-Adhasionsmolekil-1 (VCAM-1) werden bei pathologischen
Prozessen im Glomerulus verstarkt exprimiert und tragen dort vermutlich durch die
folgende Anlagerung von extrazellularer Matrix und Leukozyten zur Schadigung der

Basalmembran bei (Muller et al., 1996).
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Abb. 11: Verteilung von Integrinen im Glomerulus (nach Adler und Brady (1999)).

Eine verstarkte Expression der Integrinuntereinheiten a,, as, ag und b; konnte bei der
anti-Thy-1 Nephritis, einem Rattenmodell fir eine ausheilende mesangiale
Glomerulonephritis, in den ersten Tagen der Krankheit beobachtet werden (Hartner
et al.,, 1999; Kagami et al., 1993). Bei aunehmender Genesung verringerte sich die
Expression der ag-Integrine wieder (Hartner et al., 1999). Bei Menschen wurde eine
verstarkte Expression der a;, a,, as, as, ag, a,sowie der b; und bz Untereinheiten in
Biopsieproben nephritischer Nieren nachgewiesen (Patey et al., 1996; Roy et al.,
1997).

Uber die genauen Wirkungen von Integrinen in der Niere, insbesondere in
pathologischen Zusténden, ist erst wenig bekannt. Beispielsweise zeigt die asb;
knockout Maus atypisch ausgebildete Glomeruli sowie ein nur schwach verzweigtes
Sammelrohr (Kreidberg et al., 1996). Vermutlich ist dieses Integrin wie auch andere
b; Integrine fur die Organogenese mitverantwortlich. Ebenfalls fur die Entwicklung
der Niere scheint das agb; Integrin wichtig zu sein. Knockout Mause zeigen kleine

und unterentwickelte Nieren (Muller et al., 1997).
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Die a,bz knockout Maus zeigt zwar keine Veranderungen im Phanotyp, durch in vitro-
Untersuchungen konnte jedoch gezeigt werden, dafd Uber die Aktivierung von a.bs
durch Osteopontin, einem seiner Liganden, die Nephrogenese gesteuert werden
kann (Rogers et al., 1997). Mdglicherweise wird bei der knockout-Maus das Fehlen
des a.bs Integrins durch Uberexpression bzw. gesteigerte Aktivitat anderer Integrine
kompensiert, da sich Integrine durch ,crosstalk” gegenseitig in ihrer Funktion
beeinflussen kdénnen (Porter et al., 1998). Beispielsweise reguliert a,bs die Funktion
des asb; Integrins (Simon et al., 1997).

Dal? eine Verstarkung der Zelladhasion ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der
Glomerulonephritis ist und zur Proteinurie fihrt, haben Oda et al. (Oda et al., 1998)
bereits 1998 gezeigt. Hierbei untersuchten sie die Interaktion von ICAM-1 und dem
Lymphozyten-Funktions-assoziiertem Antigen-1 (LFA-1). Zudem kann bei einer
Proteinurie das in den Tubulus gelangte Albumin dort die Expression des a,bs

Integrins steigern (Peruzzi et al., 1996).

1.5.2 Wirkungen von Prostaglandinen auf Integrine in der Niere

Eine systematische Untersuchung des Einflusses von Prostaglandinen auf die
Expression von Integrinen oder anderen Adhasionsmolekilen in der Niere ist bislang
nicht erfolgt. Es ist lediglich bekannt, dal3 das PGIl,-Analogon ONO-1301 uber
Inhibierung der Expression des Adhéasionsmolekils VCAM-1 die Akkumulation von
Leukocyten verhindert (Hayashi et al., 1997). Untersuchungen an anderen Geweben
bzw. an Zellen lassen jedoch einen solchen Einflu? der Prostaglandine vermuten. So
verstarkt beispielsweise Indomethacin in humanen Osteosarkom Zellen den IL-1b
mediierten Anstieg von a,, as und a, Integrin-Untereinheiten (Milam et al., 1991). In
der Rattenmucosa bewirkt Behandlung mit Indomethacin oder Acetylsalicylsaure
einen Anstieg der Expression des Adhasionsmolekils ICAM-1 (Andrews et al.,
1994). Ein negativer Einflul3 von COX-2 abhangig gebildetem Prostaglandin E, auf
die Expression von ICAM-1 wurde fur Fibroblasten (Noguchi et al., 2000) und glatte
Gefalmuskelzellen (Bishop-Baily et al., 1998) gezeigt. Dadurch laf3t sich erklaren,
dal3 die Adhasion von Leukozyten an das Endothel bei Ratten durch den selektiven
COX-2 Inhibitor Celecoxib in vivo gesteigert werden konnte (Muscara et al., 2000).
Es ist somit anzunehmen, dal3 Prostaglandine, mdglicherweise lber eine verénderte

Expression von Cyclooxygenasen (COX), auch fur die Zelladhasion von Leukocyten
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bei inflammatorischen Prozessen der Niere eine Rolle spielen (Maslinska et al.,
1998).

1.6 Fragestellung

In der Niere findet sich eine deutliche physiologische Expression der COX-2, welche
bei vielen inflammatorischen Prozessen ansteigt. Es stellt sich die Frage, ob die
dadurch vermehrt gebildeten Prostaglandine in ihren protektiven Eigenschaften, wie
verbesserter renaler Durchblutung, oder in ihrer inflammatorischen Bedeutung, wie
der Ubermittlung von Schmerzen oder Fieber, (berwiegen und somit, ob eine
selektive Inhibition der COX-2 ein Therapieansatz bei renaler Inflammation wére. Um
zunachst die Bedeutung des Prostaglandinsystems und dessen Beeinflussung durch
COX-2 Inhibition in inflammatorischen Prozessen in der Niere herauszufinden, wurde
der selektive COX-2 Inhibitor Celecoxib in einem Rattenmodell fir eine membrandse
Glomerulonephritis  eingesetzt und die  Expression der COX-2, die
Prostaglandinbildung und die Expression von Prostaglandinrezeptoren untersucht.

Eine besondere protektive Eigenschaft COX-2 abhéngiger Prostaglandine bei
Glomerulonephritis bestiinde in der Suppression von Matrixadhasion im Bereich des
Glomerulus. Dies ware z. B. Uber eine negative Wirkung auf die Genexpression der
im Endothel bedeutsamen a, Integrine, welche bei pathologischen Vorgéngen in der
Niere oft gesteigert ist, moglich. Die Untersuchungen hierzu wurden ebenfalls in vivo
vorgenommen, indem der Einflu3 von Celecoxib auf die Expression von a, Integrinen
bei gesunden und kranken Tieren bestimmt wurde.

Es schloR sich die Untersuchung des fur die Wikungen von Celecoxib
verantwortlichen Signalweges, d. h. welche Prostaglandine und welche
Prostaglandinrezeptoren daran beteiligt sind, an. Dies geschah durch Inkubation von
kultivierten Zellen des Mesangiums mit Prostaglandinen bzw. spezifischen

Rezeptoragonisten und anschlieRender Bestimmung der Genexpression.
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2 Material und Methoden

2.1 Puffer und Lésungen

Alle nicht gesondert aufgefiihrten Chemikalien wurden in bester verfligbarer Qualitat

und Reinheitsgrad von den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie

(Taufkirchen) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

Blot-Puffer:
1 x Laufpuffer ohne SDS
20 % Methanol

4 x Laemmli-Puffer:

250 mM Na-Phosphat-Puffer pH 7.0

8 % SDS

40 % Glycerin

20 % 2-Mercaptoethanol
0.001 % Bromphenolblau
100 mM Dithiothreitol (DTT)

P1-Puffer:

50 mM Tris / HCI

10 mM EDTA

100 pug / ml RNAse A
pH 8.0

Krebs-Henseleit-Puffer (KHP)

Stammlésungen:

) KH,PO,4 32 g/l

1)) KCI 70 g/l

)  MgSO, x 7 H,0 58 g/l
IV)  CaCl, x 2 H,O 73,5 g/l
Puffer:

NaCl 3,45 g

NaHCO; 1,05 g

Glucose 0,5 g

Stammlésungen I-1V je 2,5 ml
ad 500 ml a. d.
pH 7,4

10 x Laufpuffer:
250 mM Tris

1.9 mM Glycin
0.1 % SDS

P2-Puffer:
0.2 M NaOH
1 % SDS
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P3-Puffer:
3 M KAc-Losung
pH 5.5

4 x Sammelgelpuffer:
0.5 mM Tris / HCI

0.4 % SDS

pH 8.8

10 x TBE-Puffer:
1 mM Tris

83 mM Borsaure
10 mM EDTA

pH 7.4

TBST:
1 x TBS mit:
0.1 % Tween 20

TE-Puffer:

10 mM Tris / HCI
1 mM EDTA

pH 8.0

PBS:

137 mM NaCl
2.7 mM KCI

1.5 mM KH,PO4
8.3 mM Na,HPO,
pH 7.4

10 x TAE-Puffer:
40 mM Tris

20 mM Na-Acetat
2 mM EDTA

pH 7.8

10 x TBS:

100 mM Tris/HCI
1.5 mM NaCl

pH 7.4

TBSTM:
1 x TBS mit:
0.1 % Tween 20

5 % Magermilchpulver

4 x Trenngelpuffer:
1.5 mM Tris / HCI
0.4 % SDS

pH 8.8
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2.2 Passive Heymann Nephritis (PHN)

Die membrantse Glomerulonephrits der menschlichen Niere ist eine
Immunkomplexnephritis und zahlt als solche zu den Autoimmunerkrankungen.
Tierexperimentell a3t sich eine Immunkomplexnephritis mit Hilfe der passiven
Heymann Nephritis (PHN) der Ratte simulieren. Dabei zeigen sich identische
pathomorphologischen Veranderungen in der Niere: subepitheliale Ablagerungen
von Immunkomplexen und Komplement in der Lamina rara externa der glomerularen
Basalmembran, die schwere Schaden der Membran zur Folge haben (Eddy et al.
1992, Kerjaschki et al. 1992). Induziert wird die PHN durch Injektion eines gegen das
FX1A Antigen des tubularen Epithels gerichteten Antiserums. Diese Antikorper
lagern sich zum einen an der Kapillarwand des Glomerulus an, zum anderen bilden
sich diskontinuierliche subepitheliale Ablagerungen von Immunglobulinen und
Komplement (heterologe Phase). Zudem kommt es in der autologen Phase
zusatzlich zu Ablagerungen von AntikOrpern gegen das injizierte anti-FX1A
Antiserum. All dies fuhrt zur Ausbildung einer signifikanten Nierenschadigung,
erkennbar an einer Proteinurie, nach ca. acht Tagen (Couser et al. 1978, Sekse et
al., 1990).

2.2.1 Studienprotokoll

Um die Wirkungen von Prostaglandinen in vivo zu untersuchen, wurden gesunde
Tiere sowie Tiere, bei denen zuvor die PHN induziert worden war, mit dem selektiven
COX-2 Inhibitor Celecoxib behandelt. Als Kontrollgruppen dienten gesunde Tiere und
Tiere mit PHN, die jeweils mit einem Plazebo behandelt wurden. Der Versuch wurde
mit 12 Tieren pro Gruppe durchgefuhrt. Von allen Tieren wurde der 24 h Urin
gesammelt. Da einige Tiere vorzeitig verstarben, ergab sich dabei n=10-12. Von 8-10
Tieren pro Gruppe wurden aus einer Niere die Glomeruli zur Western Blot Analyse
isoliert. Von 6-8 Tieren pro Gruppe wurde aus dem Cortex einer Niere die mRNA zur
Untersuchung durch Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

gewonnen.
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Es wurden folgende Versuchstiergruppen verwendet:

Gruppe 1. gesunde Tiere
Gruppe 2: gesunde Tiere mit Celecoxibbehandlung
Gruppe 3: Tiere mit induzierter PHN

Gruppe 4: Tiere mit induzierter PHN und Celecoxibbehandlung

Celecoxib wurde von Tag 8 bis Tag 14 zweimal taglich mit 5 mg/kg Korpergewicht
und von Tag 15 bis Tag 28 einmal taglich mit 5 mg/kg Korpergewicht verabreicht.
Gesunde Tiere und Tiere mit induzierter PHN ohne Celecoxib-Behandlung erhielten
einmal taglich einen Plazebo. 24 h Sammelurin wurde an Tag 14 gewonnen. Tétung
der Tiere und Nierenentnahme erfolgte an Tag 29. Dieser Tierversuch wurde von der

zustandigen Behorde genehmigt.

—

Zeitverlauf 01 7 14 21 28 29 Tage

ERRRRRRRNRRRRRRRRRRRRRRRRY
I I I

Manibulation anti-FX1A 24 h Sammelurin- Nieren-
pu Injektion gewinnung gewinnung
N J ./
Y ~~"

Dosierung Celecoxib 2 x 5 mg/kg/d 1 x 5 mg/kg/d Celecoxib

~—

~

Dosierung Plazebo 1 x 1 ml/d Plazebo

Abb. 12: Schematischer Ablauf des Tierversuchs.

2.2.2 Tiere

Verwendet wurden weibliche Wistarratten zwischen 200g und 230 g, die aus
Zuchtung der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat  Dusseldorf
stammten. Innerhalb der spezifisch pathogenfreien (SPE) Tierhaltung wurden sie bei
22 °C und einem Tages/Nacht Rhythmus von 12 h/12 h mit freiem Zugang zu

Nahrung und angeséauertem, entkeimtem Trinkwasser gehalten.
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2.2.3 Induktion der PHN

Zunachst wurde das zur Induktion der PHN benttigte anti-FX1A Antiserum
hergestellt. Die Praparation des FX1A Antigens erfolgte nach einer von Edgington et
al. (1968) beschriebenen Methode. Dazu wurden Rattennieren perfundiert und aus
dem Eluat eine Fraktion von Tubulusmembranproteinen gewonnen. Diese Fraktion
wurde zur Antiserumproduktion in Kanninchen injiziert. Die erhaltenen Antisera
wurden durch indirekte Haemagglutination auf Antikérper gegen FX1A und die
glomeruldre Basalmembran (GBM) getestet (lversen et al., 1981). Es wurden
ausschlie8lich Sera mit hohen Titern von Antikérpern gegen FX1A und nicht
nachweisbaren Titern gegen GBM verwendet, um die Entstehung einer anti-GBM
Nephritis zu vermeiden. Ein Milliliter des so hergestellten anti-FX1A Antiserums
wurde in die Schwanzvene von Ratten injiziert und fuhrte zur passiven Heymann
Nephritis (Sekse et al., 1990).

2.2.4 Medikamentengabe

Celecoxib wurde in Form des Arzneimittels Celebrex® (Searle, NUrnberg) verwendet.
Die Tabletten wurden gemdrsert, in 1 ml physiologischer Kochsalzlésung
aufgeschlammt und per Schlundsonde verabreicht. Es wurde von Tag 8 nach
Injektion des anti-FX1A Antiserums bis Tag 14 zweimal taglich 5 mg/kg
Kdrpergewicht und von Tag 15 bis Tag 28 einmal taglich 5 mg/kg Korpergewicht
gegeben. Als Plazebo wurde einmal taglich 1 ml physiologische Kochsalzldsung

gegeben.

2.2.5 Uringewinnung

Zur Gewinnung des Urins wurden die Ratten 24 h in Stoffwechselkafigen gehalten.
So koénnen Stoffwechselprodukte getrennt aufgefangen werden. Diese Kafige
besitzen als Boden ein Drahtnetz und darunter einen Auffangtrichter, der in eine
Rohre mindet, die so gestaltet ist, dal3 Urin von Kot getrennt wird. Die Ratten hatten
wahrend dieser Zeit freien Zugang zu angesauertem Trinkwasser, wurden aber nicht

geflttert.
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2.2.6 Nierengewinnung und Isolierung der Glomeruli

Die Ratten wurden durch Ather narkotisiert und intracardial entblutet. Nach Eroffnung
des Bauchraumes wurden die Nieren entnommen und sofort in eiskalten KHP
gegeben. Die Isolierung der Glomeruli erfolgte nach einer modifizierten Sieb-Technik
(Sekse et al., 1990). Nach Entnahme der Nieren wurden diese von der Fettkapsel
befreit, anschlieRend der Cortex abgetrennt und grob zerkleinert. Die Cortex-Stlicke
wurden mit 10 ml eiskaltem KHP durch ein Stahlsieb mit 120 um Maschenweite
(neoLab, Heidelberg) gedriickt. Die erhaltene Suspension wurde 5 min zentrifugiert
(700 rpm, 4 °C, Heraeus Minifuge GL) und anschlieRend zweimal mit je 2 ml KHP
gewaschen und wie oben zentrifugiert, um Blutzellen zu entfernen (Blume et al.,
1999; Heise et al.,, 1998). Das erhaltene Pellet wurde zur Proteinisolierung

verwendet.

2.3 Zellkultur

In der vorliegenden Arbeit wurden von Ratten stammende Mesangialzellen
verwendet. lhre Kultivierung erfolgte in Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium
(DMEM) mit GlutaMAX I™ mit 4.5 mg/ml Glukose. Dem Medium wurde weiterhin
100 U/ml Penicillin, 0.1 mg/ml Streptomycin und 10 % foetales Kalberserum (FCS)
zugesetzt (alles Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe). Die Zellen wurden bei 5%
CO, und 37 °C kultiviert. Die Passagierung der Zellen erfolgte alle 4-6 Tage. Dazu
wurden sie durch Waschen mit PBS vom Medium befreit und mittels Trypsin/ EDTA
(0.05% / 0.5 mM) abgelost. Die Zellen wurden subkonfluent passagiert. Fur die

Versuche wurden Zellen der Passagen 12-20 verwendet.

2.4 Praparation und Analyse von Proteinen

2.4.1 Isolierung von Proteinen aus Gewebe

Zu dem Pellet der Glomeruliisolierung wurde 1 ml Lysepuffer (50 mM Tris, 10 mM
EDTA, 1% Triton x-100, 1 mM PMSF, 1 mg/ml Benzamidin) gegeben und
anschlieBend mit dem Ultra-Turrax (POLYTRON®, Kinematica, CH-Kriens/Luzern)
homogenisiert. Nach 20 min. Zentrifugation (20.000 rpm, 4 °C, Beckmann L8-60M,

Rotor 50.3 Ti) wurde ein Teil des erhaltenen Uberstandes zur Proteinbestimmung
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verwendet und der Rest 4:1 in 4x Laemmlipuffer verdinnt und 10 min bei 95 °C

denaturiert.

2.4.2 Analyse von Proteinen durch Western Blot

Auftrennung von Proteinen im Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine aus dem Zelllysat erfolgte nach dem Prinzip der
diskontinuierlichen Gelelektrophorese (Laemmli, 1970; Neville, 1971). Dazu wurde
ein Sammelgel (5% Acrylamid) auf ein Trenngel (12 % Acrylamid; ,Rotiphorese”,
Roth, Karlsruhe) gegossen. Fiur die Untersuchung der Proteine wurden 10-20 pg
Protein eingesetzt. Der Gellauf erfolgte bei 200V in einer BioRad
Elektrophoresekammer (BioRad, Miunchen) mit 1 x Laufpuffer + 0.1 % SDS. Als
Molekulargewichtsmarker diente ein biotinylierter hochmolekularer Proteinstandard
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen).

Transfer von Proteinen

Die Proteine wurden mittels einer ,Semi-Dry“-Blotting Apparatur (BioRad, Minchen)
auf eine Polyvinyliden Difluorid Membran (PVDF, Millipore, ImmobilonP, Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) transferiert. Der Transfer erfolgte mit Blotpuffer bei insgesamt
12 V fur 30 min.

Hybridisierung und Detektion von Proteinen

Zur Sattigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran 1h bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C in TBSTM préahybridisiert. Anschliel3end
erfolgte die Hybridisierung mit Primé&rantikorper (1:1000, siehe Tabelle 2) in 10 ml
TBSTM fiur 1-2 h bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4 °C. Nach 3 x 10 min
Waschen in TBST erfolgte die Hybridisierung mit Peroxidase-gekoppelten
Sekundarantikdrpern (1:5000, Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg) in TBSTM

fur 1 h bei Raumtemperatur.
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Bezeichnung Hersteller

Monoklonaler Antikorper, COX-1 Cayman-Chemical, Vertrieb: Alexis, Grunberg

Monoklonaler Antikorper, COX-2 BD Transduction Laboratories, Heidelberg

Monoklonaler Antikorper, b-actin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Tab. 2: Im Western Blot verwendete Primarantikorper

Nach 3 x 10 min Waschen in TBST wurden die Proteine mittels eines Lumi-Light
Western Blotting Substrats (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) nach
Angaben des Herstellers detektiert. Bei dieser Methode werden mit der, bei der
Oxidation von Luminol durch H,O, entstehenden Lichtemission die Stellen mit
Peroxidaseaktivitdt auf der Membran nachgewiesen. Die Chemilumineszenz wird

LTM

durch Exposition der Membran auf einem Rontgenfiim (Hyperfilm ECL™, Amersham

Pharmacia Biotech, Freiburg) sichtbar gemacht.

Prifung der gleichméaRigen Proteinbeladung

Nach der Detektion wurde die PVDF-Membran mit TBST gewaschen und 10 min in
einer Amidoschwarz-Lésung (0.1 % in 25 % Isopropanol/10 % Essigsaure; Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) gefarbt. Nach 10-minutigem Abwaschen der Uberschissigen
Farbstoffmenge mit 25 % Isopropanol/10 % Essigsdure wurden die Proteinbanden

sichtbar und die Gleichmafiigkeit der Proteinbeladung auf der Membran kontrolliert.

Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford (1976) mit Hilfe
eines ,Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent” (BioRad, Minchen) bestimmt. Als
Standard wurde eine Eichkurve mit Rinderserumalbumin hergestellt. Die
photometrische Bestimmung der Proben erfolgte 20 min nach Zugabe des
Bradfordreagenz in einem ELISA-Reader Modell 550 (BioRad, Miinchen) bei einer

Wellenl&nge von 595 nm.
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2.5 Praparation und Analyse von RNA

2.5.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Nierengewebe

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Geweben oder kultivierten Zellen erfolgte mit
der Trizol°-Methode (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe). Die Gewebeprobe
wurde in fluissigem Stickstoff eingefroren und durch Hammerschlage pulverisiert. Das
erhaltene Pulver wurde mit 6 ml Trizol/g versetzt und mit Hilfe des Ultra-Turrax
(POLYTRON®, Kinematica, CH-Kriens/Luzern) homogenisiert. Der Uberstand nach
10 min Zentrifugation (5500 rpm, 4 °C, Heraeus Minifuge GL) wurde mit 200 pl
Chloroform/ml Trizol versetzt, ausgeschittelt, 3 min bei Raumtemperatur inkubiert,
wiederum 10 min  zentrifugiert und anschlie@end wie unten beschrieben

weiterbehandelt.

2.5.2 Isolierung von Gesamt-RNA aus Saugetierzellen

Zellen wurden direkt nach Abnahme des Mediums in der Kulturschale durch Zugabe
von Trizol-Reagenz (1 ml/10 cm?) lysiert. Nach 5min Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die RNA-Proben mit 200 pl Chloroform/ml Trizol versetzt, ausgeschiittelt,
3 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 10 min zentrifugiert
(13.000 rpm, 4 °C, Heraeus Biofuge 13). Die Fallung der RNA aus dem Uberstand
erfolgte mit 500 pl Isopropanol/ml Trizol bei Raumtemperatur fir 10 min und
anschlieBender Zentrifugation fur 30 min (13.000 rpm, 4 °C, Heraeus Biofuge 13).
Das RNA-Pellet wurde in HO gelost und durch Zugabe von 1/10 Volumen 5M KAc
und 2 Volumen Ethanol mit anschlieRender Zentrifugation (s.0.) umgefallt.
Quantifizierung von RNA erfolgte durch Messung der Absorption bei 260 nm in
einem Genequant Il DNA/RNA Calculator (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg).

2.5.3 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) zum Nachweis von mRNA

Die RT-PCR wurde mit Ready-To-Go™ RT-PCR-Pillen (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) bzw. dem One Step RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden) durchgefiihrt Als
interner Standard wurde die Expression des Enzyms Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) im selben Ansatz gemessen. Fir jede Methode wurde die
eingesetzte RNA-Menge sowie die Anzahl der Zyklen so gewdhlt, daf’ die Starke der
erhaltenen DNA-Bande nach elektrophoretischer Auftrennung linear von diesen

beiden Grolen abhéngt. Die verwendeten Primer wurden von Amersham Pharmacia
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Biotech (Freiburg) oder MWG-Biotech AG (Ebersberg) bezogen. Sofern keine in der
Literatur beschriebenen Primersequenzen verwendet wurden, erfolgte die Auswahl

durch Sequenzvergleiche mit Hilfe der Computer-Software Gene Runner 3.05

(Hastings Software, Hudson, NY, USA).
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Verwendete Primer
Gen Primersequenzen Frag- |Lit.
ment-
groiRe
COX-2 5-ACTTGC TCACTT TGT TGA GTC ATT - 582 bp |Feng et
5-TTT GAT TAG TAC TGT AGG GTT AATG -3 al., 1993
a, subunit 5- GGA GTT CCA AGA GCAGCAAGG AC -3 425 bp |--
5-AAG CCTGTTGATCTTCCATT GAAG -3
EP, 5- GGG TGT AGC GCC GGC AGC AGGAC - % 478 bp |Hartner et
5- CAG CCG AGC ACA GCC ACG ATG AGC - 3 al., 2000
EP; 5- GGG CCG CTACAG CGTGCAGT - % 451 bp |--
5- GAT AAA CCC AGG GAT CCAAGATCT - &
EP, 5-CAC CTG GTG CTT CATCGACTGGACC -3 |484bp |--
5- GGT CCA GTC GAT GAAGCACCAGGT G -3
IP 5-CAG TCATCC CTACCT GTACGCC -3 423 bp |--
5-TGC GTG AAT CCT CTG ATC GTG - 3
TP 5-TGG ACT GGC GTG CCACTG AT -3 502 bp |Abe et al.,
5- AGC AAG GGC ATC CAACACACCGTG -3 1995
GAPDH 5- TGA TGA CAT CAA GAA GGT GGT GAA - 3 220 bp |--
5-TCC TTG GAG GCC ATG TAG GCC AT -3

Tab. 3: Primersequenzen zum Nachweis eines fur das jeweilige Gen spezifischen
Fragmentes der aus der mRNA durch reverse Transkription erhaltenen cDNA.
Angegeben ist jeweils der sense (obere Zeile) und der antisense (untere Zeile)
Primer sowie die Grolle des erhaltenen Fragmentes und Literaturverweise (Lit.)
soweit vorhanden.




Methoden

RT-PCR Bedingungen fir mRNA aus Gewebe und Zellkultur

Gen Kit RNA Menge |c (spez. c (GAPDH Zyklenzanhl
Primer) Primer)
COX-2 A 2000 ng 300 nM 200 puM 50
A 250 ng 300 nM 200 uM 35
a, subunit A 500 ng 50 nM 100 nM 30
A 250 ng 50 nM 200 nM 40
EP, B 500 ng 200 nM 200 nM 35
EP; A 1000 ng 200 nM 100 nM 30
B 250 ng 200 nM 200 nM 40
EP, A 1000 ng 300 nM 100 nM 40
P B 500 ng 200 nM 200 nM 35
TP B 500 ng 100 nM 200 nM 28

Tab. 4: Variablen der RT-PCR Methoden zum Nachweis der mRNA der
entsprechenden Gene. Kit A: Ready-To-Go™ RT-PCR-Kit (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg); Kit B: One Step RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden). Kursiv:
Bedingungen fir mRNA aus kultivierten Mesangialzellen; sonst: fir mRNA aus
Nierengewebe.

Die RT-PCR erfolgte bei beiden Kits nach dem "one-step"-Prinzip, d. h. nach der
reversen Transkription erfolgt ohne Unterbrechung die PCR. Dabei wird durch einen
zusatzlichen Denaturierungsschritt die reverse Transkriptase deaktiviert. Es wurde
folgendes Programm fiir den Thermocycler (Biorad TRIO) verwendet, bei dem die
Zyklenzahl gemaf} obiger Tabelle angepaft wurde. Ansonsten wurde gemaR der

Anleitung des Herstellers fur den jeweiligen Kit verfahren.

Kit A: 15 min bei 42 °C
Kit B: 15 min bei 50 °C

Reverse Transkription

Denaturierung 15 min bei 95 °C.

PCR Denaturierung: 95 °C, 1 min
Annealing: 58 °C, 1 min X Zyklenzahl
Extension: 72 °C, 1.5 min

30 min zusétzliche Extension bei 72 °C

Tab. 5: Allgemeines RT-PCR Programm fur den Thermocycler.
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Die erhaltene DNA wurde wie unten beschrieben isoliert und sequenziert. Durch
anschlieBende Datenbankanalyse (BLAST®, Basic Local Alignment Search Tool;
Internetangebot  des  National Center for  Biotechnology Information,
www.ncbi.nlim.nih.gov) wurde die Ubereinstimmung dieser Sequenz mit der des

entsprechenden Gens uberpruft.

2.5.4 Auftrennung von DNA in nativen Agarose-Gelen

Zur Analyse von DNA-Fragmenten wurden diese in 1-2 %igen Agarose-Gelen
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) aufgetrennt. Als Gelpuffer wurde 1 x TAE-, bzw.
TBE-Puffer verwendet. Die Proben wurden vor Beladung des Gels mit 1/10 Volumen
Blaumarker  (Bromphenolblau  0.25 %, Saccharose 40 %) versetzt. Als
Langenstandard dienten eine Basenpaar 100-Leiter oder der
DNA-Molekular-Gewichtsmarker I (beides  Roche  Molecular  Biochemicals,
Mannheim). Durch Zugabe von 0.5 pg/ml Ethidiumbromid zum Agarosegel wurde die
DNA nach der Auftrennung in TAE-, bzw. TBE-Puffer bei Bestrahlung mit UV-Licht

sichtbar gemacht.

2.5.5 Sequenzierung der erhaltenen RT-PCR Fragmente

Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

Um bestimmte DNA-Fragmente zu isolieren, wurden diese in einem 1 %igen
Agarosegel aufgetrennt. Das gewulnschte Fragment wurde unter UV-Licht aus dem
Gel ausgeschnitten und das Agarosestiick mit der DNA in dreifachem Volumen 6 M
Na-lodid-L6sung bei 50 °C geschmolzen. Nach Zugabe von 5 pl ,Glasmilk®, einer
DNA-bindenden Silikat-Matrix, erfolgte eine Inkubation fir 5 min bei 50 °C. Der
,Glasmilk® / DNA-Komplex wurde durch Zentrifugation (30 s, 13.000 rpm, Eppendorf
Centrifuge 5415 C) sedimentiert und anschlielend 3 x mit je 1 ml kalter Wasch-
Losung (50 mM NacCl, 10 mM Tris / HCI, 2.5 mM EDTA, 50 % Ethanol (v/v), pH 7.5)
gewaschen. Die DNA wurde dann mit 20 pl 1 x TE-Puffer durch eine 5-mindtige
Inkubation bei 50 °C von der Matrix gelost und durch Zentrifugation (30 s,
13.000 rpm, Eppendorf Centrifuge 5415 C) von dieser getrennt. Der Uberstand mit

der DNA wurde in ein neues Eppendorfgefald tberfihrt.
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Ligation von DNA und Vermehrung in Escherichia coli (E. coli)

Fur die Ligation wurde der TOPO-TA Ligation Kit (Invitrogen, NL-Groningen)
verwendet. AnschlieRend wurden kompetente E. coli mit dem erhaltenen Plasmid
transformiert, um es so zu vermehren. Transformationen von E. coli wurden nach der
Rubidiumchlorid-Methode durchgefihrt (Hanahan, 1985).

Genotyp des verwendeten E.coli-Stammes:
TOP10 F mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) F 80lacZDM15 DiacX74 recAl deoR
araD139 D(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endAl nupG

Anzucht des E.coli-Bakterienstammes:
Vollmedium (LB): 1 % Trypton (Pepton 140; Difco, USA), 0.5 % Hefeextrakt (Difco,
USA), 0.5 % NaCl

Fur die Herstellung von festem N&hrboden wurden 1.2 % Agar (GibcoBRL Life
Technologies, Karlsruhe) zugegeben. Um Bakterien, die ein Plasmid mit
Antibiotikaresistenz enthalten, zu selektionieren, wurde dem Medium nach dem
Autoklavieren Ampicillin in einer Konzentration von 50 ug/ml zugegeben. Die
Bakterien wurden bei 37 °C angezogen. Zur Lagerung wurden sie bei 4 °C langstens

zwei Monate aufbewahrt.

Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Alkalische Lyse (,Mini-Praparation®):

Die Praparation wurde nach Birnboim und Doly (1979) durchgefihrt, deren Methode
nach Vorschrift der Firma Qiagen (Hilden) modifiziert wurde. 1.5 ml einer
Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation geerntet und in 300 pl P1-Puffer
resuspendiert. Nach Zugabe von 300 pl P2-Puffer und kurzem Vortexen wurden
300 ul P3-Puffer zugefugt. Die aufgeschlossenen Zellen wurden 15 min bei
12,500 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand, der sowohl die DNA als auch
RNA enthielt, in ein neues Eppendorfgefald Uberfuhrt. Anschliel3end erfolgte die
Fallung der DNA durch Zugabe 2.5 Volumenteilen Ethanol (96 %). Das Pellet wurde

in 50 pl TE-Puffer aufgenommen.
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Qiagen (,Midi-Praparation®):
Die Plasmid-DNA, die in grof3eren Mengen benttigt wurde, wurde mit dem ,Plasmid
Midi Kit* der Firma Qiagen (Hilden) isoliert. Dies wurde nach Anweisung des

Herstellers durchgefinhrt.

Restriktion von DNA

Durch Restriktionanalyse wurde utberprift, ob das Plasmid das isolierte PCR Produkt
enthielt. Dabei wurden die Schnittstellen so gewahlt, dal bei Anwesenheit des
Produktes im Plasmid spezifische Bruchsticke entstehen. Die DNA fir diese
Untersuchung wurde durch alkalische Lyse gewonnen. Die sequenzspezifische
Spaltung von DNA erfolgte mit Restriktionsendonukleasen der Firmen Roche
Molecular Biochemicals (Mannheim) und New England Biolabs (Frankfurt). Nach
Herstellerangaben wurden Puffer und Reaktionstemperatur gewahlt. Fur 1 pg
Plasmid-DNA wurden 1 U Enzym eingesetzt und die DNA fir eine Stunde bei

entsprechender Temperatur inkubiert.

Sequenzierung von DNA
DNA fir die Sequenzierung wurde durch “Midi-Préparation” gewonnen. Alle
Materialien und Geréate zur Sequenzierung von DNA wurden von der Firma
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen. Die Sequenzierung von DNA
erfolgte mit dem ,Thermo Sequenase Cy5 Dye Terminator Sequencing Kit* nach
Protokoll des Herstellers. Diese Methode beruht auf einer Modifikation der Didesoxy-
Methode nach Sanger et al. (1977). Als Primer wurde verwendet:
,universal: 5" CGA CGT TGT AAA ACG CGG CCAGT ¥
Sequenzgel: 8.8 ml Long-Ranger Acrylamid

29 g Harnstoff

12 ml 10 x TBE ad 60 ml Aqua dest.

550 ul APS (10 %)

55 pul TEMED
Elektrophoresebedingungen: 1500 V, 55 mA, 25 W, 53 °C, Laufpuffer: 0.5 x TBE
System: ALF-Express DNA-Sequenzierer
Programm: ALF-Manager 3.01
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2.6 Densitometrische Auswertung

Die densitometrische Auswertung von RT-PCR Gelen erfolgte durch ein
Komplettsystem der Firma Raytest (Straubenhardt; Software: Tina 2.09). Die
Expression wurde auf die Expression des GAPDH Gens bezogen. Die
densitometrische Auswertung von Western Blots erfolgte durch ein Komplettsystem
der Firma Biometra (Gottingen; Software: ScanPack 2.0). Die Expression wurde

relativ zur Expression von b-Aktin berrechnet.

2.7 Bestimmung von Prostaglandinen durch Radio-Immuno-Assay

Da die interessierenden Prostaglandine E, I, und TxA, sehr instabile Verbindungen
sind, wurden in Aliquots der Sammelurinproben ihre stabilen Degradationsprodukte
bzw. Indexmetabolite gemessen. Bestimmt wurden TxB, als Degradationsprodukt
von TxA,, 6-keto-PGF,, als Degradationsprodukt von PGI, und bicyclo-PGE, als
stabiler Indexmetabolit fur PGE,. Alle Metaboliten wurden durch Radio-lmmuno-
Assays unter Verwendung spezifischer Antikorper gemessen (Schror und Seidel,
1988).

2.8 Statistik

Die MelRdaten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) der
jeweiligen Anzahl (n) von Einzelexperimenten angegeben. Das Signifikanzniveau p
fur a wurde mit 0.05 festgelegt. Signifikanzunterschiede wurden mit dem Mann-
Whitney-U-Test  Uberprift. Die statistische Berechnung erfolgte mit dem
Computerprogramm GraphPad Prism 3.0 der Firma GraphPad Software, San Diego,
USA. Die Berechnung von Korrelationen erfolgte durch den Spearman’s rank Test
mit der Software SigmaPlot 5.0 der Firma SPSS, Chicago, USA.
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3 Ergebnisse

3.1 COX-2 Expression in der Niere und deren Beeinflussung durch Celecoxib

3.1.1 COX-2 Expression bei Ratten mit PHN im Vergleich zu gesunden Ratten

Es wurde im Cortex der Niere gesunder Ratten untersucht, ob sich eine
physiologische COX-2 Expression nachvollziehen lie3. Die Expression der COX-2
wurde in der Niere auf der mRNA- und Protein-Ebene bestimmt. Die Expression der
MRNA wurde dabei durch RT-PCR bestimmt. Die Expression des COX-2 Proteins
wurde durch Western Blot Analyse nachgewiesen. AnschlieRend wurden mRNA und
Protein Expression im Cortex bei gesunden und kranken Ratten verglichen, um
festzustellen, ob die COX-2 in dem verwendeten Tiermodell im inflammatorischen
Zustand verandert exprimiert wird und somit am inflammatorischen Prozess beteiligt

ist.

2 7 T—
500 bp ® . e Wwew - COX-2
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COX-2 mRNA Expression
[Induktionsfaktor]

gesund PHN
(1) @

Abb. 13: mRNA Expression der COX-2 im renalen Cortex gesunder Ratten und
Ratten mit PHN. Rechts: reprasentatives RT-PCR Gel. Links: Densitometrische

Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte x £+ SEM (PHN gegen gesund
ist nicht signifikant).

Gesunde Ratten zeigten eine schwache physiologische COX-2 mRNA Expression.
Bei Ratten mit PHN fand sich im Vergleich zu gesunden Tieren kein signifikanter
Anstieg in der corticalen mRNA Expression der COX-2 (Abb. 13). Ob sich dies auch
in der physiologisch relevanteren Protein-Expression widerspiegelte, wurde durch
eine Western Blot Analyse der aus gesunden und nephritischen Ratten isolierten

Cortices untersucht.
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Abb. 14: Protein Expression der COX-2 im Cortex gesunder Ratten und Ratten mit
PHN. Rechts: reprasentativer Western Blot. Links: Densitometrische Auswertung von

n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte x £ SEM (* p<0.05).

Wie auch auf der mRNA Ebene zeigten gesunde Ratten eine physiologische COX-2
Expression (Abb. 14). Ratten mit PHN besalRen im Vergleich zu gesunden Tieren
eine signifikant gesteigerte Expression des COX-2 Proteins (Abb. 10). Es fand sich
somit bei kranken Tieren am Ort der Inflammation ein ca. 5-facher Anstieg des COX-
2 Proteins. Diese Ergebnisse zeigten, dal3 bei Ratten eine physiologische corticale

COX-2 Expression vorhanden ist, die bei Ratten mit PHN verstarkt wird.

3.1.2 Vergleich der Prostaglandinausscheidung zwischen gesunden und

nephritischen Ratten

Die vorangegangenen Untersuchungen zeigten eine verstéarkte corticale COX-2
Protein-Expression bei nephritischen Ratten. Im Folgenden wurde anhand von
Messungen der gebildeten Prostaglandine im Urin geprift, ob diese gesteigerte
Cyclooxygenaseaktivitat mit Veranderungen auf der Produktebene einherging. Durch
Vergleich der Ausscheidung von Prostaglandinen bei Ratten mit PHN zu gesunden
Ratten wurde untersucht, ob und welche Prostaglandine bei renaler Inflammation
verstarkt gebildet werden. Im 24 h Urin von gesunden Ratten und Ratten mit PHN,
die jeweils 27 Tage mit Plazebo behandelt wurden, wurden die stabilen Index-
Metabolite von PGE,, PGI, und TxA, (bicyclo-PGE,, 6-keto-PGF;, und TxB,) durch

Radioimmunoassay bestimmt (Abb. 15).
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Abb. 15: Ausscheidung von stabilen Prostaglandinmetaboliten in gesunden Ratten
und Ratten mit PHN. Bestimmt wurden bicyclo-PGE, (PGE, Index-Metabolit), TxB,
(TxA; Index-Metabolit) und 6-keto-PGF;, (PGl, Index-Metabolit) im 24 h Sammelurin

am Tag 27 durch RIA. Daten sind Mittelwerte x von n=12 Tieren + SEM (keine
signifikanten Unterschiede zwischen PHN und gesund).

Es ergab sich bei kranken Tieren ein nur schwacher und nicht signifikanter Anstieg
der bicyclo-PGE, Ausscheidung. Die Ausscheidung der Ubrigen Metabolite blieb
ebenfalls unverandert. Somit flihrte der Anstieg der COX-2 Protein-Expression bei
kranken Tieren nicht zu einer vermehrten Ausscheidung von Prostaglandinen mit

dem Urin.

3.1.3 Einflu3 von Celecoxib auf die pathologische COX-2 Expression

Um zu Uberprifen, ob COX-2 abhangig gebildete Prostaglandine im
inflammatorischen Zustand einen Einfluld auf die COX-2 Expression austbten,
wurden nephritische Ratten mit Celecoxib bzw. Plazebo behandelt und anschlief3end
die renale COX-2 Expression bestimmt. Wie oben beschrieben, wurde auch hier die
Expression auf der mRNA Ebene durch RT-PCR und auf der Proteinebene durch
Western Blot untersucht. Die corticale Expression von COX-2 mRNA bei Ratten mit
PHN wurde durch die Behandlung mit Celecoxib signifikant verringert (Abb. 16).
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Abb. 16: mRNA Expression der COX-2 im renalen Cortex von Ratten mit PHN ohne
und mit Behandlung von 5 mg/kg/d Celecoxib. Rechts: reprasentatives RT-PCR Gel.
Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte x *
SEM (* p<0.05).

Die Behandlung mit Celecoxib fuhrte bei den kranken Tieren gleichfalls zu einer

signifikanten Verringerung der Expression des COX-2 Proteins (Abb. 17).
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Abb. 17: Protein Expression der COX-2 in isolierten Glomeruli von Ratten mit PHN
ohne und mit Behandlung von 5 mg/kg/d Celecoxib. Rechts: reprasentativer Western
Blot. Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte

+ SEM (* p<0.05).
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Sowohl die COX-2 mRNA- als auch die COX-2 Protein-Expression im Cortex wurde
bei nephritischen Ratten durch die Gabe von Celecoxib gesenkt. Erklarbar ware ein
solcher Effekt, wenn Prostaglandine, die COX-2 abhangig gebildet werden, eine
verstarkende Wirkung auf die COX-2 Expression besitzen. Bei einer Inhibition der
COX-2 und der damit verbundenen verminderten Prostaglandinbildung wirde es
dann dber einen Ruckkopplungsmechanismus zu der beobachteten Verringerung der
COX-2 Expression kommen. Zur naheren Untersuchung dieses Zusammenhanges
wurde in spater folgenden Versuchen an kultivierten Mesangialzellen die Wirkung
von Prostaglandinen auf die COX-2 Expression untersucht (siehe Kap 3.2).

3.1.4 Einfluld von Celecoxib auf die Prostaglandinausscheidung bei

nephritischen Ratten

Da Celecoxib die Aktivitat der COX-2 inhibiert und zudem — wie oben beschrieben —
bei nephritischen Ratten die COX-2 Expression senkte, wurde untersucht, ob sich
dies auf der Ebene der gebildeten Produkte nachvollziehen lie3. Bei diesem
Experiment wurde Uberprft, ob bei Ratten mit PHN die Ausscheidung von stabilen
Prostaglandinmetaboliten mit dem Urin als Indikator fur die Cyclooxygenaseaktivitat
durch Behandlung mit dem selektiven COX-2 Inhibitor Celecoxib beeinflu3t wurde
(Abb. 18).
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Abb. 18: Ausscheidung von stabilen Prostaglandinmetaboliten in Ratten mit PHN
ohne und mit Behandlung von 5 mg/kg/d Celecoxib. Bestimmt wurden bicyclo-PGE;
(PGE, Index-Metabolit), TxB, (TxA, Index-Metabolit) und 6-keto-PGF,, (PGI, Index-
Metabolit) im 24 h Sammelurin am Tag 27 durch RIA. Daten sind Mittelwerte x von

n=12 Tieren + SEM (* p<0.05, n. s. fur die Unterschiede der tbrigen Metabolite).

Die Ausscheidung von bicyclo-PGE,, dem stabilen PGE, Metaboliten, konnte durch
Gabe von Celecoxib bei kranken Tieren auf eine Konzentration unterhalb des
physiologischen Niveaus (vgl. Abb. 15) verringert werden. Keine Veranderungen
zeigten sich in der Ausscheidung von 6-keto-PGF,, Daraus ergibt sich, dal3 der

Grol3teil des PGE; bei kranken Tieren COX-2 abhéngig gebildet wurde.

3.1.5 Einflul3 von Celecoxib auf die physiologische COX-2 Expression

Um zu Uberprifen, ob endogene, COX-2 abhangig gebildete Prostaglandine in vivo,
im physiologischen Zustand, einen EinfluR auf die COX-2 Expression ausiben,
wurden gesunde Ratten mit Celecoxib bzw. Plazebo behandelt und anschlie3end die
renale COX-2 Expression auf der mRNA und auf der Proteinebene bestimmt.
Selektive Inhibition der COX-2 durch Celecoxib beeinflute die physiologische
COX-2 mRNA Expression im renalen Cortex von Ratten nicht (Abb. 19).
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Abb. 19: mRNA Expression der COX-2 im renalen Cortex gesunder Ratten ohne und
mit Behandlung vom 5 mg/kg/d Celecoxib. Rechts: reprasentatives RT-PCR Gel.
Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte x *
SEM (n. s. fur die Unterschiede gesund gegen gesund+Celecoxib).

Ebenso blieb auch die physiologische COX-2 Protein Expression in den isolierten
Glomeruli durch selektive Inhibition der COX-2 mit Celecoxib unbeeinflul3t. Es zeigte

sich in der Tendenz ein Anstieg, dieser erreichte jedoch keine statistische Signifikanz

(Abb. 20).
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Abb. 20: Protein Expression der COX-2 in isolierten Glomeruli gesunder Ratten ohne
und mit Behandlung vom 5mg/kg/d Celecoxib. Rechts: reprasentativer Western Blot.
Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte x +
SEM (n. s. fur die Unterschiede gesund gegen gesund+Celecoxib).
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Die Untersuchungen an der Niere gesunder Tiere zeigten ein physiologische COX-2
Expression, deren Aktivitdt durch die folgenden Prostaglandimessungen im Urin

untersucht wurde.

3.1.6 Einflul3 von Celecoxib auf die Prostaglandinausscheidung bei gesunden

Ratten

Um auch bei gesunden Ratten zu Uberprifen, ob die Ergebnisse zur Expression
COX-2 mit der Cyclooxygenaseaktivitat korrelieren, wurden bei diessen Tieren

Messungen der Prostaglandinausscheidung mit dem Urin  vorgenommen.
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0 TxB,
[0 6-keto-PGFy,

O‘DD IDD

gesund  gesund
+ Celecoxib

Abb. 21: Ausscheidung von stabilen Prostaglandinmetaboliten. Bestimmt wurden
bicyclo-PGE, (PGE, Index-Metabolit), TxB, (TxA, Index-Metabolit) und 6-keto-PGF;,
(PGI, Index-Metabolit) im 24 h Sammelurin am Tag 27 durch RIA. Daten sind

Mittelwerte x von n=12 Tieren £ SEM (n. s. fir die jeweiligen Unterschiede gesund
gegen gesund+Celecoxib).
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Im 24 h Urin von Ratten, die 27 d mit 5 mg/kg/d Celecoxib oder Placebo behandelt
wurden, wurden die stabilen Index-Metabolite von PGE,, PGI, und TxA, (bicyclo-
PGE,, 6-keto-PGF;; und TxB,) durch Radioimmunoassay bestimmt (Abb. 21).

Bicyclo-PGE, war der vorherrschende Metabolit im Urin, dessen Bildung durch
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selektive Inhibition der COX-2 nicht signifikant verringert werden konnte. Fur die
Ausscheidung der stabilen Metabolite von TxA, und PGl, konnte kein Einflul3 von

Celecoxib festgestellt werden.
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3.2 Regulation der COX-2 Expression in kultivierten Zellen des Mesangiums

Die im Tiermodell zur Bedeutung der COX-2 bei renaler Inflammation durchgefiihrten
Untersuchungen wurden auf zellularer Ebene vertiefend fortgefuhrt. Um zu
Uberprufen, ob sich kultivierte Mesangialzellen als Modell dazu eigneten, wurde
untersucht, ob die COX-2 in diesem System exprimiert wurde und ob sich ihre

Expression durch inflammatorische Stimuli steigern lief3.

Einflu3 von LPS

Konfluent gewachsene Mesangialzellen wurden 24 h vor Versuchsbeginn unter
Entzug von foetalem Kaélberserum (FCS) gehalten ("gehungert”) und anschlie3end
durch Zugabe von Lipopolysaccharid (LPS) als inflammatorischer Reiz stimuliert.
Danach wurde zu verschiedenen Zeitpunkten die COX-2 mRNA Expression durch
RT-PCR bestimmt (Abb. 22).
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Abb. 22: mRNA Expression der COX-2 in konfluenten Mesangialzellen, 24 h
gehungert. Dargestellt ist der Zeitverlauf der Stimulation durch 1 pug/ml LPS. Oben:
reprasentatives RT-PCR Gel. Unten: Densitometrische Auswertung von n=3
Experimenten dargestellt als Mittelwerte x.

Durch Gabe von LPS lie sich die COX-2 mRNA transient mit einem Maximum bei
6 h induzieren. Somit besitzen stimulierte Mesangialzellen wie Ratten mit PHN eine
gesteigerte COX-2 Expression. Es wurden daher in diesem System Untersuchungen
zur Funktion der COX-2 vorgenommen. Fur den physiologischen Zustand — den

gesunden Tieren entsprechend — wurden unstimulierte Zellen verwendet.

Einflul? von PGE;

Die bei Ratten mit PHN beobachtete supprimierende Wirkung von Celecoxib auf die
Expression der COX-2 beruhte moglicherweise auf einer verminderten Bildung von
PGE,, da eine (gleichzeitige verringerte Ausscheidung von bicyclo-PGE,

nachgewiesen werden konnte. Demnach mufte PGE; einen verstarkenden Effekt auf
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die Expression der COX-2 ausliben. Zur Bestimmung des Einflusses von PGE, auf
die mRNA Expression der COX-2 wurden Mesangialzellen mit PGE, stimuliert und
anschlief3end die COX-2 mRNA Expression durch RT-PCR bestimmt (Abb. 23).
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Abb. 23: mRNA Expression der COX-2 in konfluenten Mesangialzellen, 24 h
gehungert. Dargestellt ist der Zeitverlauf der Stimulation durch 1 uM PGE,. Oben:
reprasentatives RT-PCR Gel. Unten: Densitometrische Auswertung von n=3
Experimenten dargestellt als Mittelwerte x.

PGE, stimulierte die COX-2 mRNA Expression in kultivierten Zellen des Mesangiums
mit einem Maximum bei 6 h (Abb. 23). Damit zeigte sich eine verstarkende Wirkung

von PGE; auf die Expression der COX-2.



Ergebnisse 53

3.3 Expression von Prostaglandinrezeptoren in der Niere und deren

Beeinflussung durch Celecoxib

Im Urin gesunder und nephritischer Ratten konnten die stabilen Metabolite von
PGE,, PGI, und TxA, nachgewiesen werden. Durch weitergehende Untersuchungen
an den Nieren gesunder Ratten wurde gepruft, ob die entsprechenden Rezeptoren
dort exprimiert wurden und somit in diesem Modell die Prostaglandinwirkungen
Ubermitteln konnten. Von den verschiedenen E-Prostanoid (EP) Rezeptoren fur
PGE, wurde exemplarisch die Expression der Subtypen EP,, EP; und EP4 bestimmit.
Die Expression des EP; Rezeptors wurde nicht untersucht, da aus der Literatur
bekannt war, daf} dieser hauptsachlich in den Sammelrohren exprimiert wird und
damit bei Glomerulonephritis vermutlich keine Rolle spielt. Weiterhin wurde die
Expression des fir PGI, spezifischen FProstanoid (IP) Rezeptors und des fur TxA,
spezifischen T-Prostanoid (TP) Rezeptors untersucht. Daftir wurde aus dem Cortex
von gesunden Ratten ohne und mit Celecoxibbehandlung sowie von Ratten mit PHN
ohne und mit Celecoxibbehandlung die mRNA isoliert und mittels RT-PCR die

Expression der einzelnen Rezeptoren bestimmit.

3.3.1 Expression von Prostaglandinrezeptoren in der Niere nephritischer

Ratten

Neben einer meist gesteigerten Bildung von Prostaglandinen bei Inflammation kann
ihre Wirkung auch Uber eine veranderte Expression der entsprechenden Rezeptoren
moduliert werden. Im Folgenden wurde gepruft, ob und welche Rezeptoren bei
kranken Ratten verandert exprimiert werden und so moglicherweise eine Rolle in der
Ubermittlung inflammatorischer Reize durch Prostaglandine in diesem Modell
spielen.

Expression von verschiedenen Rezeptorsubtypen fur PGE; bei Ratten mit PHN

Die hier untersuchten Rezeptoren fiur PGE, wurden samtlich im renalen Cortex
gesunder Ratten exprimiert. Es zeigte sich bei Ratten mit PHN keine Anderung in der
MRNA Expression des EP, und des EP, Rezeptors gegentber gesunden Tieren
(Abb. 24). Im Vergleich dazu kam es bei nephritischen Ratten zu einem signifikanten
Anstieg in der Expression der mRNA des EP; Rezeptors im renalen Cortex (Abb.
24). Dies spricht fur einen verstarkten Einflul@ der durch den EP; Rezeptor
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induzierten Signalwege bei der Ubermittlung von Wirkungen von PGE; bei Ratten mit

PHN.
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Abb. 24: mRNA Expression von EP Rezeptoren im renalen Cortex gesunder Ratten
und Ratten mit PHN. Rechts: reprasentatives RT-PCR Gel. Links: Densitometrische

Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte x + SEM (* p<0.05 gegen

gesunde Tiere; n.s. gegen gesunde Tiere).
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Expression des IP Rezeptors bei Ratten mit PHN

Die Expression des fur PGlI, spezifischen IP Rezeptors wurde im renalen Cortex von
gesunden Ratten und Ratten mit PHN auf der mRNA Ebene bestimmt. Dabei fanden
sich keine Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen. Es zeigte sich in der
Tendenz zwar ein leichter Anstieg, dieser erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz (Abb. 25).

N
1

500 bp ® = e = [P

=
|

1) @)

IP MRNA Expression
[Induktionsfaktor]

o
L

gesund PHN
y )

Abb. 25: mRNA Expression des IP Rezeptors im renalen Cortex gesunder Ratten
und Ratten mit PHN. Rechts: reprasentatives RT-PCR Gel. Links: Densitometrische

Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte x + SEM (n. s. fur den
Unterschied PHN gegen gesund).

Expression des TP Rezeptors bei Ratten mit PHN

Zur Bestimmung der Expression des fur Thromboxan spezifischen TP Rezeptors
wurde von gesunden und nephritischen Ratten die mRNA aus dem Cortex isoliert
und durch RT-PCR untersucht. Ahnlich der Expression des IP Rezeptors zeigte sich
auch bei der mRNA Expression des TP Rezeptors fir TxA, im Cortex bei Ratten mit
PHN keine signifikante Veranderung im Vergleich zu gesunden Tieren (Abb. 26).
Somit ergaben sich von den untersuchten Rezeptoren lediglich bei der Expression
des EP3; Rezeptors Unterschiede zwischen gesunden und nephritischen Ratten.
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Abb. 26: mMRNA Expression des TP Rezeptors im renalen Cortex gesunder Ratten
und Ratten mit PHN. Rechts: reprasentatives RT-PCR Gel. Links: Densitometrische

Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte x + SEM (n. s. fur den
Unterschied PHN gegen gesund).

3.3.2 EinflulR von Celecoxib auf die Expression von Prostaglandinrezeptoren
bei Ratten mit PHN

Da Prostaglandine ihre Wirkungen Uber spezifische Rezeptoren vermitteln, tbt eine
veranderte Expression dieser Rezeptoren einen grof3en Einflu auf die Starke der
Prostaglandinwirkungen aus. Im Folgenden wurde untersucht, ob Celecoxib die
Expression von Prostaglandinrezeptoren, von denen die Expression des EP;
Rezeptors bei kranken Tieren erhéht war, senkte, um so auch auf dieser Ebene die
Aktivitat des Prostaglandinsystems zu antagonisieren. Die vorangegangenen
Untersuchungen zeigten eine supprimierende Wirkung von Celecoxib auf die
Expression der COX-2 und damit auf der Ebene der an der Prostaglandinsynthese
beteiligten Enzyme sowie auf die Prostaglandinausscheidung und damit auf der
Ebene der gebildeten Produkte. Um den Einflul3 von Celecoxib auch auf der Ebene
der Prostaglandinrezeptoren zu untersuchen, wurden Ratten mit PHN mit Celecoxib
behandelt und die corticale @ mMRNA  Expression der verschiedenen

Prostaglandinrezeptoren mit der bei unbehandelten Ratten verglichen.
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Einflul3 von Celecoxib auf die pathologische Expression von EP Rezeptoren
Hierzu wurde die Wirkung von Celecoxib auf die Expression der PGE,
Rezeptorsubtypen EP,, EP; und EP, bei Tieren mit PHN untersucht. Es zeigte sich
dabei eine signifikante Verringerung der corticalen mRNA Expression des EP; und
des EP, Rezeptors durch Inhibition der COX-2 (Abb. 27). Die Regulation der mRNA
Expression des EP, Rezeptors gab in der Tendenz ein &hnliches Bild, die
Verringerung seiner Expression bei Tieren mit PHN durch Celecoxib erreichte jedoch
nicht statistische Signifikanz (Abb. 27). Somit wirkte Celecoxib supprimierend auf die
Expression der PGE, Rezeptoren EP3; und EP, im Cortex von nephritischen Ratten.
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Abb. 27: mRNA Expression des EP, Rezeptors im renalen Cortex von Ratten mit
PHN ohne und mit Behandlung von5 mg/kg/d Celecoxib. Rechts: représentatives
RT-PCR Gel. Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als
Mittelwerte x £+ SEM (* p<0.05, n. s. jeweils gegen gesunde Tiere).
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Einflul3 von Celecoxib auf die pathologische Expression des IP Rezeptors

Um den Einflu von Celecoxib auf die Expression des IP Rezeptors zu untersuchen,
wurde dessen mMRNA Expression im Cortex von Ratten mit PHN und
Celecoxibbehandlung bestimmt und mit der von unbehandelten Ratten verglichen. Im
Gegensatz zu seiner supprimierenden Wirkung auf die Expression verschiedener EP
Rezeptoren zeigte Celecoxib keinen EinfluR auf die mRNA Expression des I[P

Rezeptors bei nephritischen Ratten (Abb. 28).
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Abb. 28: mRNA Expression des IP Rezeptors im renalen Cortex von Ratten mit PHN
ohne und mit Behandlung von 5mg/kg/d Celecoxib. Rechts: reprasentatives RT-PCR
Gel. Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte x
+ SEM (n. s. fir den Unterschied PHN+Celecoxib gegen PHN).

Einflu3 von Celecoxib auf die pathologische Expression des TP Rezeptors

Zur Bestimmung des Einflusses von Celecoxib auf die Expression des TP Rezeptors
bei Ratten mt PHN wurde analog vorgegangen. Ebenso wie die Expression des IP
Rezeptors lie3 sich die mRNA Expression des TP Rezeptors im Cortex von
nephritischen Ratten durch Celecoxib nicht beeinflussen (Abb. 29). Somit blieb eine

Inhibition der COX-2 ohne Wirkung auf die Expression des TP Rezeptors.
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Abb. 29: mRNA Expression des TP Rezeptors im renalen Cortex von Ratten mit PHN
ohne und mit Behandlung von 5mg/kg/d Celecoxib. Rechts: repréasentatives RT-PCR
Gel. Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte +
SEM (n. s. fur den Unterschied PHN+Celecoxib gegen PHN).

3.3.3 EinflulR von Celecoxib auf die Expression von Prostaglandinrezeptoren

bei gesunden Ratten

Die bisherigen Untersuchungen zur Expression von Prostaglandinrezeptoren in der
Rattenniere zeigten, daf3 durch Inhibition der COX-2 im inflammatorischen Zustand,
d. h. bei einem aktivierten Prostaglandinsystem, die Expression von
Prostaglandinrezeptoren verringert werden kann. Im Folgenden wurde untersucht, ob
sich eine COX-2 Inhibition durch Celecoxib auch im physiologischen Zustand, bei
einem geringeren Prostaglandinspiegel, auf die Expression von

Prostaglandinrezeptoren auswirkt.

Einfluld von Celecoxib auf die physiologische Expression von EP Rezeptoren
Wie in den vorangegangenen Untersuchungen wurde die mRNA Expression des
EP,, des EP; und des EP, Rezeptors fur PGE, im Cortex durch RT-PCR bestimmt.
Es wurde die Expression bei gesunden Ratten mit der von gesunden Ratten, die mit
Celecoxib behandelt wurden, verglichen. Dabei konnte fir keinen dieser EP
Rezeptoren ein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen
festgestellt werden (Abb. 30).
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Abb. 30: mRNA Expression des EP; Rezeptors im renalen Cortex gesunder Ratten
ohne und mit Behandlung vom 5 mg/kg/d Celecoxib. Rechts: reprasentatives RT-
PCR Gel. Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als
Mittelwerte x £+ SEM (n. s. jeweils gegen gesunde Tiere).
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Einfluld von Celecoxib auf die physiologische Expression des IP Rezeptors

Entsprechend der fur kranke Tiere beschriebenen Vorgehensweise wurde bei
gesunden Tieren der EinfluR von Celecoxib auf die Expression des IP Rezeptors
bestimmt. Wie auch bei Ratten mit PHN zeigte sich bei gesunden Tieren ebenfalls
kein Einflul3 einer COX-2 Inhibition durch Celecoxib auf die mRNA Expression des IP

Rezeptors im Cortex (Abb. 31).
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Abb. 31: mMRNA Expression des IP Rezeptors im renalen Cortex gesunder Ratten
ohne und mit Behandlung vom 5 mg/kg/d Celecoxib. Rechts: reprasentatives RT-
PCR Gel. Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als
Mittelwerte x + SEM (n. s. fur den Unterschied gesund+Celecoxib gegen gesund).

Einfluld von Celecoxib auf die physiologische Expression des TP Rezeptors
Auch bei der Expression des TP Rezeptors ergaben sich keine Veradnderungen

zwischen gesunden Tieren und gesunden mit Celecoxib behandelten Tieren (Abb.

32).
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Abb. 32: mMRNA Expression des TP Rezeptors im renalen Cortex gesunder Ratten
ohne und mit Behandlung vom 5 mg/kg/d Celecoxib. Rechts: reprasentatives RT-
PCR Gel. Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als
Mittelwerte x + SEM (n. s. fur den Unterschied gesund+Celecoxib gegen gesund).

3.3.4 Zusammenfassung: Expression von Prostaglandinrezeptoren bei Ratten

Um festzustellen, welche Prostaglandinrezeptoren bei renaler Inflammation
mdoglicherweise eine dominierende Rolle spielen, wurde durch Vergleich ihrer
Expression bei gesunden Ratten und bei Ratten mit PHN untersucht, ob renale
Rezeptoren im inflammatorischen Zustand verstarkt exprimiert wurden. Untersucht
wurde die Expression der EP,, EP; und EP, Rezeptoren fir PGE, sowie des IP
Rezeptors fur Prostazyklin und des TP Rezeptors fir Thromboxan. Es kam einzig
beim EP; Rezeptor zu einer verstarkten mRNA Expression im renalen Cortex
nephritischer Ratten, was fir eine besondere Rolle dieses Subtypes in der
Ubermittlung der Wirkungen von PGE, bei diesen Tieren spricht. Des weiteren wurde
die Wirkung von Celecoxib auf die Expression dieser Rezeptoren sowohl bei
gesunden als auch bei nephritischen Ratten untersucht, um zu klaren, ob es neben
der zuvor beobachteten Verminderung der PGE;-Bildung und COX-2 Expression
auch auf dieser Ebene zu einer Beeinflussung des Prostaglandinsystems kam. Es
zeigte sich bei nephritischen Ratten eine Suppression der Expression des EP3; und
des EP, Rezeptors. Die Expression des IP und des TP Rezeptors blieben bei Ratten
mit PHN unbeeinflul3t. Bei gesunden Tieren kam es zu keiner Beeinflussung der
Expression der untersuchten Prostaglandinrezeptoren durch Celecoxib.
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Die Wirkung von Celecoxib auf die Expression des EP; und EP, Rezeptors liel3
vermuten, dafld durch Inhibition der COX-2 weniger Prostaglandine gebildet wurden,
die verstarkend auf die Expression ihrer Rezeptoren wirken. Da durch Messungen
der Prostaglandinausscheidung gezeigt wurde, dal3 haupséachlich die Bildung von
PGE, durch Celecoxib gehemmt wurde und es sich bei obigen Rezeptoren um
Rezeptoren fur PGE, handelt, lag die Vermutung nahe, daf} PGE, die Genexpression
seiner eigenen Rezeptoren verstarken konnte. Zur ndheren Untersuchung dieses
Zusammenhanges wurden Experimente an Kkultivierten Zellen des Mesangiums
vorgenommen. Dabei wurde exemplarisch die Expression des EP; Rezeptors
untersucht, da es sich bei diesem Subtyp, wie oben beschrieben, wahrscheinlich um
den in diesem Modell im Zustand der Inflammation bedeutsamsten

Prostaglandinrezeptor handelte.
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3.4 Regulation der Expression des EP; Rezeptors in kultivierten Zellen des

Mesangiums

Die Ergebnisse des Tierversuches zeigten eine vorrangige Bildung von PGE,,
dessen Wirkungen bei kranken Tieren vermutlich hauptsachlich Gber den EP;
Rezeptor vermittelt wurden, da dieser Rezeptorsubtyp bei diesen Tieren
hochreguliert war. Zur ndheren Untersuchung der Funktion des EP; Rezeptors wurde
das Modell der kultivierten Mesangialzellen verwendet, da hier leicht spezifische
Rezeptoragonisten eingesetzt werden konnten. Zundchst wurde die Genregulation
des EP; Rezeptors untersucht, um zu Uberprifen, ob dieser in diesem Modell im

inflammatorischen Zustand ebenfalls verstarkt exprimiert wurde.

Einflu3 von LPS

Um zu Uberprifen, ob der EP; Rezeptor in diesem System bei entziindlichen
Vorgangen verandert exprimiert wird, wurden Mesangialzellen durch Zugabe von
LPS als inflammatorischer Reiz stimuliert. Danach wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten die EP; mRNA Expression durch RT-PCR bestimmt (Abb. 33).
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Abb. 33: mMRNA Expression des EP; Rezeptors n konfluenten Mesangialzellen, 24 h
gehungert. Dargestellt ist der Zeitverlauf der Stimulation durch 1 pug/ml LPS. Oben:
reprasentatives RT-PCR Gel. Unten: Densitometrische Auswertung von n=3
Experimenten dargestellt als Mittelwerte x.

Durch Gabe von LPS lelR sich die EP; mRNA transient mit einem Maximum bei 3 h
induzieren. Das bedeutet, dal3 in kultivierten Zellen des Mesangiums im
inflammatorischen Zustand eine parallele Hochregulation der COX-2 (Kap. 3.2) und

der EP3;-Rezeptor Expression stattfand.

Einflu3 von PGE;

Die bei Ratten mit PHN beobachtete supprimierende Wirkung von Celecoxib auf die
Expression des EP; Rezeptors beruhte vermutlich auf einer verminderten Bildung
von PGE,, da eine gleichzeitige verringerte Ausscheidung von bicyclo-PGE,
nachgewiesen werden konnte. Demnach mifte PGE; einen verstarkenden Effekt auf
die Expression seines eigenen Rezeptors ausuben. Zur Bestimmung des Einflusses
von PGE, auf die mRNA Expression des EP; Rezeptors wurden Mesangialzellen mit
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PGE, stimuliert und anschlieend die EP; mMRNA Expression durch RT-PCR
bestimmt (Abb. 34).
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Abb. 34: mRNA Expression des EP; Rezeptors in konfluenten Mesangialzellen, 24 h
gehungert. Dargestellt ist der Zeitverlauf der Stimulation durch 1 pM PGE,. Oben:
reprasentatives RT-PCR Gel. Unten: Densitometrische Auswertung von n=3
Experimenten dargestellt als Mittelwerte x.

Durch Gabe von PGE; liel3 sich die EP; mRNA transient mit einem Maximum bei 6 h
induzieren. Somit verstarkt PGE, sowohl die Expression der COX-2 (Kap. 3.2) und
damit seine eigene Bildung, als auch die Expression seines Rezeptors und damit

seine Wirkung in Mesangialzellen.
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3.5 Expression von a, Integrinen in der Niere und deren Beeinflussung durch

Celecoxib

Uber eine Hochregulation der Expression von Integrinen in verschiedenen
inflammatorischen Modellen wurde, wie in der Einleitung erwadhnt, berichtet. Ob a,
Integrine in diesem Tiermodell im inflammatorischen Zustand verstérkt exprimiert
wurden, wurde untersucht, indem ihre mRNA Expression im Cortex bei gesunden
und kranken Ratten verglichen wurde. Um zu Uberprifen, ob sich ein
Zusammenhang zwischen der Expression der COX-2 und der Expression von a,
Integrinen in der Niere herstellen 1&Rt, wurden gesunde und nephritische Ratten mit
dem COX-2 Inhibitor Celecoxib behandelt und anschlieRend die renale mRNA

Expression von a, Integrin Untereinheiten bestimmt.

Expression von a, Integrinen bei Ratten mit PHN

Im Vergleich zu gesunden Ratten fand sich bei Ratten mit PHN ein signifikanter
Anstieg der corticalen mRNA Expression von a, Integrin Untereinheiten (Abb. 35).
Deshalb konnte eine inflammatorische Bedeutung dieser Integrinen in dem

verwendeten Modell angenommen werden.
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Abb. 35: mRNA Expression der a, Integrin-Untereinheit im renalen Cortex gesunder
Ratten und Ratten mit PHN. Rechts: reprasentatives RT-PCR Gel. Links:
Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als Mittelwerte x £+ SEM (*
p<0.05).
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Einflu3 von Celecoxib auf die pathophysiologische a, Integrin Expression
Durch Behandlung mit dem selektiven COX-2 Inhibitor Celecoxib konnte bei Ratten
mit PHN die mRNA Expression von a, Integrin Untereinheiten im renalen Cortex

signifikant gesteigert werden (Abb. 36).
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Abb. 36: mMRNA Expression des a, Integrin-Untereinheit im renalen Cortex von
Ratten mit PHN ohne und mit Behandlung von5mg/kg/d Celecoxib. Rechts:
reprasentatives RT-PCR Gel. Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren
dargestellt als Mittelwerte x + SEM. (* p<0.05).

In Nachfolgeversuchen an kultivierten Mesangialzellen (Kap. 3.6) wurde untersucht,
ob dieser Effekt Uber die von der COX-2 gebildeten Prostaglandine, deren Synthese

durch Celecoxib inhibiert wird, vermittelt wurde.

Einflul? von Celecoxib auf die physiologische Expression von a, Integrinen

Um zu dberprifen, ob COX-2 abhangig gebildete Prostaglandine auch im
physiologischem Zustand einen EinfluR auf die a, Integrin-Expression ausiben,
wurden gesunde Ratten mit Celecoxib bzw. Plazebo behandelt und anschlieRend die
renale mMRNA Expression von a, Integrin Untereinheiten bestimmt. Durch Inhibition
der COX-2 konnte bei gesunden Ratten die mRNA Expression von a, Integrin

Untereinheiten im renalen Cortex signifikant gesteigert werden (Abb. 37).
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Abb. 37: mRNA Expression der a, Integrin-Untereinheit im renalen Cortex gesunder
Ratten ohne und mit Behandlung vom 5 mg/kg/d Celecoxib. Rechts: reprasentatives
RT-PCR Gel. Links: Densitometrische Auswertung von n=8 Tieren dargestellt als

Mittelwerte x £ SEM (* p<0.05).

Somit wirkte die physiologische COX-2 Expression in der Rattenniere supprimierend
auf die mRNA Expression von a, Integrin Untereinheiten. Ob dieser Effekt tatséchlich
Uber die von der COX-2 gebildeten Prostaglandine vermittelt wird, wurde durch
Versuche an kultivierten Mesangialzellen (Kap. 3.7) untersucht.

Zusammenhang der Expression von COX-2 und a, Integrinen in der Niere von
Ratten mit PHN

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Expression der COX-2 und der
Expression von a, Integrinen, der nach dem Effekt einer selektiven COX-2 Inhibition
auf die Expression von a, Integrinen angenommen werden kann, aufzuklaren,
wurden die Induktionsfaktoren der COX-2 und a, Integrin Expression jeder PHN-
Ratte gegeneinander aufgetragen. Es zeigte sich sowohl bei unbehandelten als auch
bei mit Celecoxib behandelten Ratten eine signifikante reziproke Korrelation (Abb.
38), das heildt kranke Ratten mit einer starken Expression von COX-2 besal3en eine
schwache Expression von a, Integrinen und umgekehrt. Auffallend war, daf3 die
Steigung dieser Korrelation bei der Celecoxibgruppe (m=-6.66) viel steiler war als bei
der unbehandelten Gruppe (m=-0.59). Dies beruhte darauf, dal3 die
Celecoxibbehandlung wie oben gezeigt zu einer Steigerung der a, Integrin

Expression bei gleichzeitiger Schwachung der COX-2 Expression flhrte.
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Abb. 38: mMRNA Expression der COX-2 und von a, Integrinen im Cortex jeder
einzelnen PHN-Ratte ohne (®) und mit (O) Behandlung von 5 mg/kg/d Celecoxib.
Die gestrichelte Linie zeigt das Vertrauensintervall bei 95 %. p<0.05 fir beide
Korrelationen nach Spearman.
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3.6 Regulation der Expression von a, Integrinen in kultivierten Zellen des

Mesangiums

Durch die bisherigen Untersuchungen an Mesangialzellen konnte gezeigt werden,
dal es bei Stimulation mit einem inflammatorischen Reiz zu einer gesteigerten
Expression der COX-2 und des PGE, Rezeptorsubtypes EP; kommt. Das — wie im
Tierversuch gezeigt — bei Inflammation COX-2 abhangig gebildete PGE, war als
exogener Reiz in Mesangialzellen in der Lage, die Expression dieser beiden Gene zu
verstarken. Unterstitzt durch die Beobachtung einer positiven Wirkung selektiver
COX-2 Inhibition auf die Expression von a, Integrinen bei gesunden und
nephritischen Ratten, wurde die These untersucht, dall COX-2 abhangiges PGE,
Uber eine Aktivierung des EP; Rezeptors supprimierend auf die Expression von a,
Integrinen  wirkt. Dazu wurden Versuche an kultivierten Mesangialzellen
vorgenommen, da diese leicht mit exogenem PGE, und einem spezifischen EP3
Rezeptoragonisten behandelt werden konnten. Als Modell fir den inflammatorischen

Zustand wurde die Stimulation mit LPS verwendet.

Einflul3 von LPS

Im Tiermodell zeigte sich ein Anstieg in der Expression von a, Integrinen bei kranken
Tieren. Um zu Uberprifen, ob dieser Anstieg auch auf zellularer Ebene in dem hier
verwendeten  System im inflammatorischen  Zustand = stattfand, wurden
Mesangialzellen durch Zugabe von LPS als inflammatorischer Reiz stimuliert.
Danach wurde zu verschiedene Zeitpunkten die mRNA Expression der a, Integrin-
Untereinheit durch RT-PCR bestimmt (Abb. 39). Durch Gabe von LPS liel3 sich die a,
Integrin MRNA transient mit einem Maximum bei 6 h induzieren. Somit kam es in
Mesangialzellen durch diesen starken inflammatorischen Reiz zu einer parallelen
Hochregulation der COX-2, des EP; Rezeptors (s. Kap. 3.2/3.4) und von a,
Integrinen. Ob in diesen Zellen eine supprimierende Wirkung der COX-2 auf die
Expression von a, Integrinen stattfand, welche durch die Starke des
inflammatorischen Reizes Uberdeckt wurde, wurde durch die nachfolgenden

Untersuchungen geklart.
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Abb. 39: mRNA Expression von a, Untereinheiten in konfluenten Mesangialzellen,
24 h gehungert. Dargestellt ist der Zeitverlauf der Stimulation durch 1 pg/ml LPS.
Oben: reprasentatives RT-PCR Gel. Unten: Densitometrische Auswertung von n=3

Experimenten dargestellt als Mittelwerte x.

EinfluR von PGE,

Die bei gesunden Ratten beobachtete verstarkende Wirkung von Celecoxib auf die

Expression von a, Integrinen wurde vermutlich durch eine verminderte Bildung von

PGE, bedingt. Zur Bestimmung des Einflusses von PGE, auf die mRNA Expression

der a, Integrin-Untereinheit im physiologischen Zustand wurden Mesangialzellen mit

PGE, stimuliert und anschlieend die a, Integrin mMRNA Expression durch RT-PCR

bestimmt (Abb. 40).
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Abb. 40: mRNA Expression von a, Untereinheiten in konfluenten Mesangialzellen,
24 h gehungert. Dargestellt ist der Zeitverlauf der Stimulation durch 1 pM PGE,.
Oben: reprasentatives RT-PCR Gel. Unten: Densitometrische Auswertung von n=3
Experimenten dargestellt als Mittelwerte x.

Durch 1.0 uM PGE; liel3 sich die physiologische mRNA Expression von a, Integrinen

in Mesangialzellen mit einer maximalen Wirkung nach 3 h supprimieren.

EinfluR von MB 28767

Um die Beteiligung des EP; Rezeptors an der supprimierenden Wirkung von PGE;
auf die Expression von a, Integrinen zu untersuchen, wurden Mesangialzellen mit
dem spezifischen EP; Rezeptoragonisten MB 28767 behandelt. AnschlielRend wurde
zu verschiedenen Zeitpunkten die mRNA Expression der a, Integrin-Untereinheit

durch RT-PCR bestimmt (Abb. 41).
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Abb. 41: mRNA Expression von a, Untereinheiten in konfluenten Mesangialzellen,
24 h gehungert. Dargestellt ist der Zeitverlauf der Stimulation durch 0.1 uM MB
28767. Oben: reprasentatives RT-PCR Gel. Unten: Densitometrische Auswertung
von n=3 Experimenten dargestellt als Mittelwerte x.

Durch 0.1 pM des spezifischen EP; Rezeptoragonisten MB 28767 lie3 sich die
physiologische mRNA Expression von a, Integrinen nach 6 h in Mesangialzellen
supprimieren. Somit beruht die oben gezeigte negative Wirkung von PGE, auf die
Expression dieser Integrine im physiologischen Zustand auf einer Aktivierung des

EP; Rezeptors.

Einfluf3 von Celecoxib

Aus den bisherigen Ergebnissen ergab sich, dal3 exogenes PGE, sowie spezifische
EP3s;-Rezeptor Stimulation durch MB 28767 einen supprimierenden Effekt auf die
Expression von a, Integrinen in kultivierten Zellen des Mesangiums ausubten. Um zu
untersuchen, ob endogene, COX-2 abhangig gebildete Prostaglandine ebenfalls
dazu in der Lage sind, wurden Mesangialzellen mit dem selektiven COX-2 Inhibitor
Celecoxib inkubiert und dadurch die Bildung von Prostaglandinen vermindert.
AnschlieRend wurde die mRNA Expression der a, Integrin-Untereinheit durch RT-
PCR bestimmt (Abb. 42).
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Abb. 42: mRNA Expression von a, Untereinheiten in konfluenten Mesangialzellen,
24 h gehungert. Dargestellt sind unbehandelte Zellen im Vegleich zur Inkubation mit
5uM Celecoxib fur 3h. Rechts: reprasentatives RT-PCR Gel. Links:
Densitometrische Auswertung von n=3 Experimenten dargestellt als Mittelwerte x.

Durch Inkubation mit Celecoxib konnte in Analogie zu den Befunden aus dem

Tierversuch die mRNA Expression von a, Integrinen gesteigert werden.

EinflulR von LPS bei Vorinkubation mit PGE,

Zur Untersuchung des Einflusses von PGE, auf die Expression von a, Integrinen im
inflammatorischen Zustand wurden als Modell LPS-stimulierte Mesangialzellen
verwendet. Den Zellen wurde eine halbe Stunde vor der Stimulation das PGE,
zugesetzt und deren mMRNA Expression von a, Integrinen mit der Expression in LPS-

stimulierten Zellen ohne PGE,-Zugabe verglichen (Abb. 43).
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Abb. 43: RT-PCR Nachweis der mRNA Expression von a, Integrinen in konfluenten
Mesangialzellen, 24 h gehungert. Untersucht wurde der Zeitverlauf nach Stimulation
mit 1 pg/ml LPS und zusatzlicher Vorinkubation mit PGE,. Der obere Teil der
Abbildung zeigt reprasentative RT-PCR Gele. Unten ist die densitometrische
Auswertung von n=4 unabhangigen Experimenten dargestellt als Mittelwerte x *
SEM (* p<0.05, fUr nicht signifikante Unterschiede erfolgte keine gesonderte
Kennzeichnung).

Bei den Werten fur 1 h ergab sich ein signifikanter Unterschied, der bei den anderen

MeRpunkten jedoch nicht nachweisbar war. Betrachtet man die Induktion von a,
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Integrinen durch LPS Uber die Zeit, so liel3 sich kein Einflul3 von PGE, feststellen.
Damit wirkt PGE, in LPS-stimulierten Mesangialzellen im Gegensatz zum

physiologischen Zustand nicht supprimierend auf die Expression von a, Integrinen.

Einflu3 von LPS bei Vorinkubation mit MB 28767

Die Wirkung des EP; Rezeptors auf die Expression von a, Integrinen im
inflammatorischen Zustand wurde modellhaft durch Vorinkubation LPS-stimulierter
Mesangialzellen mit dem spezifischen EP; Rezeptoragonisten MB 28767 untersucht.
Vergleicht man die mRNA Expression der a, Integrin-Untereinheit in diesen beiden
Versuchsansétzen, so ergibt sich, daf} sie durch Vorinkubation mit MB 28767 zu den
Zeitpunkten 1, 3 und 6 Stunden signifikant verringert werden konnte (Abb. 44). Wie in
physiologischen Mesangialzellen wirkt spezifische Aktivierung des EP; Rezeptors

hier supprimierend auf die Expression von a, Integrinen.

Zusammenfassung: Expression von a, Integrinen in Mesangialzellen

Durch Inkubation von kultivierten Mesangialzellen mit Lipopolysaccharid (LPS) wurde
eine verstarkte Bildung von a, Integrin-mRNA erreicht. Ebenso lie3 sich die a,
Integrin-mRNA durch Inkubation mit dem selektiven COX-2 Inhibitor Celecoxib
induzieren. Somit kam es analog zu den in vivo-Ergebnissen im inflammatorischen
Zustand sowie durch Inhibition der COX-2 zu einem Anstieg in der mRNA Expression
von a, Integrinen.

Wurden die Zellen mit PGE, bzw. dem spezifischen EP; Agonisten MB 28767
inkubiert, so wurde die Expression der a, Integri-mRNA gesenkt. Bei gleichzeitiger
Inkubation mit LPS zur Simulation des inflammatorischen Zustands senkte
spezifische Stimulation des EP; Rezeptors die a, Integrin-Expression. PGE, zeigte in
diesem Fall keinen Einflu® auf die a, Integrin-Expression.

Durch diese Ergebnisse wurde gezeigt, dal} spezifische Aktivierung des EP;3
Rezeptors die mRNA-Expression von a, Integrinen in Mesangialzellen im

physiologischen und inflammatorischen Zustand verringerte.
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Abb. 44. RT-PCR Nachweis der mRNA Expression von a, Integrinen in
Mesangialzellen. Untersucht wurde der Zeitverlauf nach Stimulation mit 1 pg/ml LPS
und zusatzlicher Vorinkubation mit MB 28767. Der obere Teil der Abbildung zeigt
reprasentative RT-PCR Gele. Unten ist die densitometrische Auswertung von n=4
unabhangigen Experimenten dargestellt als Mittelwerte x £ SEM (* p<0.05, fir nicht
signifikante Unterschiede erfolgte keine gesonderte Kennzeichnung).
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4 Diskussion

4.1 Experimentelle Vorgehensweise

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Bedeutung und Funktion der Cyclooxygenase
(COX)-2 in der renalen Inflammation und die Wirkungen der selektiven Inhibition. Die
Untersuchungen hierzu erfolgten in drei Abschnitten: 1. Untersuchungen zur
Regulation der COX-2 Expression. 2. Untersuchungen zur Expression verschiedener
Prostaglandinrezeptoren und 3. Untersuchungen zur Expression von a, Integrinen.
Dabei wurden die Unterschiede zwischen gesunden und nephritischen Ratten und
der Einflu3 selektiver Inhibiton der COX-2 herausgestellt. Durch die sich
anschlieRenden in vitro Experimente an kultivierten Mesangialzellen wurden dann
weiterfUhrende Untersuchungen zur Signallbertragung vorgenommen. Die ersten
beiden Abschnitte der Untersuchungen, d. h. die Expression der COX-2 und von
Prostaglandinrezeptoren, beschreiben Veradnderungen auf verschiedenen Ebenen
des Prostaglandinsystems bei entziindlichen Vorgéngen in der Niere und die
Auswirkungen selektiver COX-2 Inhibition auf dessen Aktivitat durch Wirkung auf die
Genexpression einzelner Komponenten. Der dritte Abschnitt widmet sich der
Bedeutung der extrazellularen Matrix in glomeruldaren Erkrankungen, da hier die
Expression von a, Integrinen untersucht wird, die im Endothel bedeutsam sind und
dort die Adhé&sion extrazellularer Matrix steuern. Zudem ist der Zusammenhang
zwischen diesen Integrinen und der renalen COX-2 Expression untersucht worden.
Letzteres sollte Aufschlul® dariber geben, ob die renale COX-2 im Zustand der
Inflammation auch protekive Eigenschaften besitzen kann.

4.2 COX-2 Expression

Durch die vorliegenden Untersuchungen konnte in der Niere von gesunden Ratten
eine physiologische Expression der Cyclooxygenase (COX)-2 auf der mRNA- und
der Proteinebene nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit den Befunden anderer
Arbeitsgruppen, die sowohl bei Ratten als auch bei Menschen eine physiologische
renale COX-2 Expression fanden (Harris et al., 1994; Komhoff et al., 1997; Nantel et
al.,, 1999). Diese physiologische COX-2 Expression wurde bei Ratten mit passiver
Heymann Nephritis (PHN) gesteigert. Hierbei fand sich auf der Proteinebene ein fast
5-facher Anstieg, wahrend der Anstieg auf der mRNA Ebene im Cortex keine
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Signifikanz erreichte. Der Unterschied zwischen der mRNA und der Proteinebene
konnte sich dadurch erklaren, dal die COX-2 Expression auch durch post-
transkriptionelle Mechanismen gesteuert wird (Dixon et al., 2000). Deshalb wurde in
dieser Arbeit die Expression des Proteins zur Beurteilung herangezogen. Eine
verstarkte Genexpression der COX-2 bei entziindlichen Vorgadngen in der Niere
wurde bislang bei Ratten mit anti-Thy 1.1 Nephritis (Hirose et al., 1998) und
Menschen mit Nephritis Lupus (Tomasoni et al., 1998) beschrieben. Die gesteigerte
COX-2 Expression bei Ratten mit PHN stimmt mit der Beobachtung Uberein, daf3
sich die COX-2 Expression in glomerularen Epithelzellen durch das Komplement
C5b-9 steigern lie3 (Takano et al., 2001). C5b-9 konnte zuvor als ein entscheidender
Faktor in der Enstehung der PHN identifiziert werden (Couser, 1993; Salant et al.,
1989). Durch Untersuchung der renalen Prostaglandinausscheidung konnte die
gesteigerte glomerulare COX-2 Expression nicht mit einer gesteigerten
Cyclooxygenaseaktivitat in Verbindung gebracht werden. Hier zeigte sich nur ein
schwacher und nicht signifikanter Anstieg in der PGE, Bildung. Bei der Bestimmung
der stabilen Abbauprodukte der Prostaglandine im Urin handelt es sich jedoch um
eine indirekte Methode zur Bestimmung der glomerularen Cylooxygenaseaktivitat. Es
kann zwar davon ausgegangen werden, dal3 die gemessenen Prostaglandin-
Metabolite aus der Niere stammen, es findet sich aber auch Cyclooxygenaseaktivitat
entlang des Nephrons und in den Sammelrohren (Komhoff et al., 1997; Nantel et al.,
1999). Somit besitzt eine Steigerung der COX-2 Expression im Glomerulus unter
Umstanden keinen groRen EinflulR auf die gesamte renale Prostaglandinbildung.
Andererseits wurde bei nephritischen Ratten, die mit Celecoxib behandelt wurden,
ein signifikanter Ruckgang in der PGE,-Bildung beobachtet, so daf3 die
Ausscheidung an bicyclo-PGE, unterhalb des physiologischen Niveaus lag. Dies
spricht dafir, da3 Celecoxib die Cyclooxygenaseaktivitdt bei kranken Tieren effektiv
hemmte und zudem, daf} der Grof3teil des PGE, bei kranken Tieren COX-2-abhangig
gebildet wurde.

Durch weitere Untersuchungen zur COX-2 Expression wurde gezeigt, dal3 Celecoxib
bei kranken Ratten nicht nur das COX-2-Enzym inhibierte, sondern auch inhibitorisch
auf dessen mRNA- und Proteinexpression wirkte. Bei gesunden Ratten hingegen
kam es zu keiner Wirkung auf die COX-2 Expression, lediglich zu einem
tendenziellen, nicht signifikanten Anstieg des Proteins. Zur Wirkung von selektiven

COX-2 Inhibitoren auf die Expression der COX-2 existieren in der Literatur
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unterschiedliche Befunde. Zum Beispiel wirkte der COX-2 Inhibitor NS-398 unter
physiologischen Bedingungen in Zellen des Sammelrohres stimulatorisch auf die
COX-2-Proteinexpression (Ferguson et al.,, 1999), in Ratten mit adjuvanter Arthritis
dagegen wirkte der COX-2 Inhibitor SC-58125 jedoch negativ auf die COX-2 mRNA
Expression (Anderson et al., 1996). Durch weitere Untersuchungen der
unterschiedlichen Wirkungen selektiver COX-2 Inhibitoren auf die COX-2 Expression
im physiologischen und inflammatorischen Zustand (Paik et al., 2000) wurde die
These aufgestellt, dal’3 es im physiologischen Zustand Uber PGD, zu einer negativen
und im inflammatorischen Zustand tber PGE, zu einer positiven Feedback-Wirkung
kommt (Inoue et al., 2000). Durch Untersuchungen an Mesangialzellen wurde in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, dal3 PGE, die Expression der COX-2 mRNA Expression
induzieren kann. Somit kann davon ausgegangen werden, dal3 PGE, bei kranken
Ratten im Sinne eines positiven Rickkopplungsmechanismus verstarkend auf die
COX-2-Expression wirkt. Eine positive Wirkung von PGE, auf die mRNA Expression
der COX-2 wurde bisher vereinzelt in anderen Zellsystemen, wie z. B. Keratinozyten
(Maldve et al., 2000), RAW 264.7 Makrophagen (Hinz et al., 2000) oder synovialen
Fibroblasten (Faour et al., 2001) beobachtet. Der schwache Anstieg in der COX-2-
Proteinexpression bei gesunden Ratten mit Celecoxibbehandlung kénnte durch den
postulierten negativen Feedbackmechanismus im physiologischen Zustand (Inoue et
al., 2000) erklart werden.

Es kann somit davon ausgegangen werden, dal3 es im Glomerulus von nephritischen
Ratten zu einer gesteigerten COX-2 Expression kommt, die durch das von ihr
gebildete PGE, noch weiter verstarkt wird. Dieser Befund zeigt eine Relevanz der

COX-2 und des von ihr gebildeten PGE; in der renalen Inflammation.

4.3 Expression von Prostaglandinrezeptoren

Im renalen Cortex gesunder Ratten wurden alle untersuchten
Prostaglandinrezeptoren konstitutiv exprimiert und durch die Behandlung mit
Celecoxib nicht beeinfludt. Bei Tieren mit PHN konnte eine transkriptionelle
Hochregulation des EP; Rezeptors nachgewiesen werden. Die Expression der
Ubrigen Rezeptoren blieb unverandert. Dies spricht fir eine Bedeutung dieses
Rezeptorsubtypes in diesem Modell und stimmt mit der vorrangigen Bildung von
PGE, in der Niere nephritischer Ratten Uberein. Zudem liel3 sich die Expression des

EP; Rezeptors in  kultivierten  Mesangialzellen  durch  Stimulation — mit
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Lipopolysaccharid (LPS) steigern, was dn weiteres Indiz fir eine Bedeutung dieses
Rezeptor-Subtypes in der Inflammation ist. Eine Hochregulation der EP; Rezeptor
MRNA liel3e sich beispielsweise durch Bindungsstellen fir proinflammatorische
Transkriptionsfaktoren wie das Interferon-c responsive Element (c-IRE) und den
nuklearen Faktor kB (NFkB) sowie einer fur induzierbare Gene typischen TATA-Box
in der 5 -untranslatierten Region des humanen EP; Gens (Kotani et al., 1997)
erklaren. Im Vergleich dazu besitzt der EP, Rezeptor im Promoter-Bereich zwar eine
Bindungsstelle fir NFkB, jedoch keine fur c-IRE und auch keine konventionelle TATA
BOX (Foord et al., 1996). Der EP, Rezeptor besitzt genauso wie der IP Rezeptor
keine Bindungsstellen fur die genannten Faktoren (Ogawa et al., 1995; Smock et al.,
1999). Beim TP Rezeptor findet sich von den erwdhnten Transkriptionsfaktoren nur
eine Bindungsstelle fur NFkB (Takahashi et al., 1998).

Die Beobachtung der verstarkten Expression des EP; Rezeptors im Stadium der
Inflammation steht im Einklang mit in den Literatur beschriebenen Untersuchungen
an EPs-defizienten Mausen, die eine besondere Bedeutung dieses Rezeptorsubtypes
in der Ubermittlung inflammatorischer Reize bestatigten (Ueno et al., 2001; Ushikubi
et al., 1998). Zudem scheint der EP3; Rezeptor in der Steuerung der murinen renalen
Hamodynamik durch PGE; eine entscheidende Rolle zu spielen (Audoly et al., 2001).
Im Gegensatz dazu fanden Hartner et al. (Hartner et al., 2000) bei Ratten mit anti-
Thy 1.1 Nephritis, einem Modell flr eine mesangioproliferative Glomerulonephritis,
eine verstarkte Expression des EP, Rezeptors. Allerdings wurde in dieser Arbeit die
Expression des EP3; Rezeptors nicht untersucht.

Weiterhin konnte gezeigt werden, daf} bei nephritischen Ratten die Expression des
EPs;- und des EP4-Rezeptors durch selektive Inhibition der COX-2 mit Celecoxib
gesenkt wurde (Kap. 3.3.2). Die im Anschluld durchgefiihrten Untersuchungen an
Mesangialzellen zur Expression des EP; Rezeptors zeigten, dafld diese Wirkung von
Celecoxib wahrscheinlich auf eine verminderte Bildung von PGE, zurlckzufiihren ist,
da exogenes PGE, hier die Expression des EP; Rezeptors induzierte.
Wahrscheinlich trifft dies auch fur die Wirkung auf die Expression des EP, Rezeptors
zu. Somit kann davon ausgegangen werden, daf3 im Zustand der Inflammation COX-
2 abhéngig gebildetes PGE, die Expression seiner eigenen Rezeptoren erhoht, um
seine Wirkungen in der Niere zu verstarken. Meyer-Kirchrath et al. (1998) konnten
zeigen, dald eine Stimulation des porcinen EP; Rezeptors durch PGE; eine NFkB

Translokation in den Nukleus bewirkt. Da der EP; Promotor eine Bindungsstelle fir
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NFkB besitzt (Kotani et al., 1997), die mdglicherweise auch fur seine transkriptionelle
Hochregulation bei nephritischen Ratten verantwortlich ist, ware es mdglich, dal3 eine
Aktivierung des EP; Rezeptors durch PGE, in der Niere von Ratten eine
Translokation von NFkB in den Nukleus bewirkt, was unter anderem eine verstarkte
Expression des EP; Rezeptors zur Folge hat. Da sich im Promotorbereich des EP,
Rezeptors, dessen Expression in vivo durch Celecoxib gesenkt wurden, ebenfalls
eine Bindungsstelle fur NFkB findet, 1&3t sich der Effekt von Celecoxib tber eine
verringerte Bildung von PGE, und nachfolgende verminderte NFkB Translokation
erklaren.

Es konnten durch die vorliegenden Untersuchungen zwei Mechanismen aufgedeckt
werden, durch die COX-2 abhéngiges PGE, in der renalen Inflammation seine
Wirkungen verstarken kann (Abb. 1):

1. durch positive Wirkung auf die Expression der COX-2

2. durch positive Wirkung auf die Expression des EP3; Rezeptors.

&7 3
_,*_,
~=_4

Abb. 45: Verstarkungsmechanismen von PGE, auf die COX-2 und den EP; Rezeptor
in der Niere von nephritischen Ratten (graue Pfeile). Schwarze Pfeile: Eine
gesteigerte COX-2 Expression fiihrt zu einer vermehrten Bildung von PGE,, welches
hauptsachlich tber den EP; Rezeptor wirkt, dessen Expression ebenfalls gesteigert
ist.

4.4 Expression von a, Integrinen

Durch Untersuchungen in Zellsystemen war bekannt, dal3 Prostaglandine durch
Wirkung auf die Expression von unterschiedlichen Adhasionsmolekilen, wie z. B.
dem interzellularen Adhasionsmolekil (ICAM)-1, die Anhaftung extrazellularer Matrix
und die Zell-Zell Interaktion vermindern kénnen (Noguchi et al.,, 1999). Zudem
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existieren mittlerweile Hinweise, daf} solche Prostaglandine mdglicherweise COX-2
abhangig gebildet werden (Bishop-Baily et al., 1998; Noguchi et al., 2000). In dieser
Arbeit konnte nachgewiesen werden, dal3 sich die Expression einer bestimmten
Klasse von Adhéasionsmolekiilen, der a, Integrine, durch selektive COX-2 Hemmung
beeinflussen lie3. Dabei wurde in der Niere sowohl von gesunden als auch von
nephritischen Ratten eine Steigerung der mRNA Expression dieser Integrine durch
Celecoxib beobachtet. Zudem war die Expression von a, Integrinen bei Ratten mit
PHN im Vergleich zu den gesunden Tieren ebenfalls gesteigert. Es wurde nicht
naher untersucht, welche der funf moglichen Heterodimere (a.b;, a\bs, a\bs, abs und
abg) der a, Familie im einzelnen reguliert wurden. Hierzu ware eine Untersuchung
der Expression jeder einzelnen b-Untereinheit notig. Es ist jedoch anzunehmen, daf3
es sich bei diesen a, Integrinen haupséachlich um a,b; und abs handelte, da diese
vorwiegend im Glomerulus exprimiert werden (Adler und Brady, 1999). Eine
verstarkte Expression von a, Integrinen wurde auch bei Ratten mit anti-Thy 1.1
Nephritis, einem Modell fir eine mesangioproliferative Nephritis beschrieben (Hartner
et al., 1999). Bei diesem Modell kam es weiterhin zu einem Anstieg in der Expression
von a, as und b, Integrin Untereinheiten, der begleitet wurde von einem gesteigerten
mesangialen Gehalt an Laminin, Kollagen und Fibronektin, ihren extrazellularen
Liganden. Interessanterweise nahm die Expression dieser Integrine mit
zunehmenden Grad der Ausheilung wieder ab (Kagami et al., 1993), was den
pathogenen Charakter der verstarkten Integrinexpression unterstreicht. Ahnliche
Ergebnisse zur Expression von b; Integrinen wurden auch bei Glomerulonephritis
des Menschen erhalten. Hierbei konnte eine direkte Verbindung zwischen aktivierten
Mesangialzellen und einer gesteigerten Expression von b; Integrinen hergestellt
werden (Kuhara et al., 1997). Die Autoren schlossen aus ihren Beobachtungen, dal3
Integrine die Anhaufung von Matrixproteinen bei entzindlichen Vorgangen in der
Niere steuern. Eine verstarkte Expression endothelialer Integrine verstarkt vermutlich
die Anhaftung von Leukozyten an die Basalmembran in der Bowman'schen Kapsel,
was als wichtiger Mechanismus fir die Entwicklung der membrandsen
Glomerulonephritis angesehen werden kann (Heinzelmann et al., 1999). Weiterhin
beschrieben Oda et al., dal} eine verstarkte Zelladhasion zur Induktion einer
Proteinurie bei Immunkomplex-Glomerulonephritis erforderlich ist (Oda et al., 1998).
Aufgrund des Anstiegs der a, Integrin Expression im inflammatorischen Zustand

konnte von einer pathologischen Bedeutung dieses Integrins in dem verwendeten
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Modell ausgegangen werden. Da bei Tieren, die mit dem selektiven COX-2 Inhibitor
Celecoxib behandelt wurden, die Expression der a, Integrine gesteigert war, war es
wahrscheinlich, dal3 bei Ratten die endogene renale COX-2 supprimierend auf die
Expression dieser Integrine wirkte. Um diesen Zusammenhang darzustellen, wurden
die Expressionsfaktoren von COX-2 und a, Integrinen jeden einzelnen kranken
Tieres gegeneinander aufgetragen. Es zeigte sich sowohl bei unbehandelten als
auch bei mit Celecoxib behandelten Ratten eine signifikante reziproke Korrelation.
Das heildt, kranke Ratten mit einer starken Expression von COX-2 besalien eine
schwache Expression von a, Integrinen und umgekehrt (Abb. 38). Bei gesunden
Ratten zeigte sich keine solche Relation. Diese Tiere besaf3en allerdings auch eine
relativ schwache physiologische Expression beider Gene. Vermutlich konnte deshalb
kein mathematischer Zusammenhang zwischen der Expression beider Gene
hergestellt werden. Es konnte geschlossen werden, dal3 die endogene COX-2
Expression supprimierend auf die Expression dieser Integrine wirkte und es sich
nicht etwa um einen COX-unabhangigen Effekt von von Celecoxib gehandelt hat.
Prostaglandinunabhangige Effekte von Celecoxib wurden im Zusammenhang mit
seiner apoptotischen Wirkung auf humane Prostatakrebszellen vermutet (Hsu et al.,
2000). In der vorliegenden Untersuchung jedoch beruhte die Wirkung von Celecoxib
auf die Expression der a, Integrine auf einer Inhibition der COX-2 und einer dadurch
bewirkten verminderten Bildung von Prostaglandinen. Ein Zusammenhang zwischen
Inhibition der Cyclooxygenase und der Expression von Integrinen bei
Glomerulonephritis  war bislang noch nicht bekannt. Jedoch verstarkte der
unselektive Cyclooxygenaseinhibitor Indometacin in humanen Osteosarcomazellen
den Interleukin-1b induzierten Anstieg der Expression von a,, as und a, Integrinen
(Milam et al., 1991). Kuirzlich beschrieben Dormond et al. (2001) eine Wirkung
selektiver COX-2 Inhibition auf die aJbs Integrin abhangige Angiogenese. Dabei
konnten sie keinen Einflul3 auf die Proteinexpression des a.bs Integrins feststellen.
Die Expression der mRNA untersuchten sie allerdings nicht.

Aus den bisherigen Ergebnissen ergab sich als Arbeitshypothese, dall COX-2-
abhangig gebildete Prostaglandine die Expression von a, Integrinen in vivo
unterdricken koénnen. Da durch die Messung der Prostaglandinausscheidung
bekannt war, dall PGE, quantitativ dominierte und zudem seine Bildung durch
Celecoxib verringert wurde, wurde davon ausgegangen, daf} dieses Prostaglandin

dabei eine zentrale Rolle spielt. Deshalb wurde an kultivierten Zellen des
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Mesangiums die Wirkung von PGE,; auf die Expression von a, Integrinen untersucht.
Diese Untersuchungen wurden an unbehandelten und LPS-stimulierten Zellen, die
den inflammatorischen Zustand bei Ratten vertreten sollten, vorgenommen. LPS-
stimulierte Zellen zeigten in Analogie zu den kranken Tieren eine gesteigerte
Expression an a, Integrinen. Da die Stimulation mit LPS ebenso zu einer Induktion
der COX-2 und EP; Rezeptor mRNA fiihrte, konnte davon ausgegangen werden,
dal3 dieses System geeignet war, die Verhaltnisse der inflammatorischen Rattenniere
modellhaft wiederzugeben. Diese drei Gene (COX-2, EPz; und a, Integrine) wurden
dort ebenfalls verstarkt exprimiert. Zudem wirkte Celecoxib sowohl bei
unbehandelten als auch bei LPS-stimulierten Mesangialzellen verstarkend auf die
Expression von a, Integrinen. Dies zeigte eine weitere Parallele dieses Modells zu
den in vivo Ergebnissen und war Grundlage fir die folgenden Untersuchungen. Bei
unbehandelten Mesangialzellen, die als Beispiel fir den physiologischen Zustand in
der Rattenniere verwendet wurden, zeigte sich eine supprimierende Wirkung von
PGE, auf die mRNA Expression der a, Integrine mit einem Maximum bei 3 Stunden.
Bei der Behandlung von LPS-stimulierten Zellen mit PGE, konnte kein
supprimierender Effekt auf die Expression von a, Integrinen festgestellt werden. LPS
ist ein unspezifischer und starker inflammatorischen Reiz, der viele inflammatorische
Mediatoren stimuliert. So wirkt es beispielsweise auf verschiedene Interleukine
(Adams und Tepperman, 2001; Shimoya et al., 1999;165) und aktiviert das
Komplementsystem (Sladowski et al., 2001; Yokochi, 1990). Vielleicht wurde deshalb
eine supprimierende Wirkung von PGE, in diesem Fall durch die Aktivierung anderer
Signalwege kompensiert. Moglicherweise wurde auch das instabile PGE; in
aktivierten Mesangialzellen schneller abgebaut.

Da PGE;, in unbehandelten Mesangialzellen die a, Integrin Expression verringerte
und zudem Celecoxib bei Ratten mit PHN die Bildung von PGE, hemmte, kann
davon ausgegangen werden, dal’3 die Wirkung von Celecoxib auf die Expression von
a, Integrinen in der Rattenniere Uber PGE, vermittelt wird. Durch Untersuchungen
der Expression der Rezeptoren fur PGE, (EP,, EP3; und EP,4) im renalen Cortex von
Ratten ergab sich, dal3 bei Ratten mit PHN haupséachlich der EP; Rezeptor von
Bedeutung ist. Dies deutete darauf hin, daf3 die supprimierende Wirkung von PGE,
auf die Expression der a, Integrine durch Aktivierung des EP; Rezeptors erfolgen
konnte. Die Experimente, bei denen Mesangialzellen mit dem spezifischen EP;

Rezeptoragonisten MB 28767 behandelt wurden, zeigten eine Supression der a,
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Integrin Expression. Diese Suppression war sowohl bei nativen Zellen, die den
physiologischen Zustand vertraten, als auch bei LPS-Stimulierten Zellen, die den
inflammatorischen  Zustand simulierten, zu erkennen. Das Maximum der
suppressiven Wirkung von MB 28767 lag hier allerdings bei 6 h und nicht bei 3 h, wie
fur PGE,. Vermutlich lag die maximale Wirkung von PGE, und MB 28767 auf die
Expression der a, Integrine zwischen diesen beiden Zeitpunkten. Bei der
suppressiven Wirkung von MB 28767 auf die LPS induzierte Genexpression der a,
Integrine lag der Maximaleffekt zwischen 1 h und 6 h und liel sich nicht weiter
eingrenzen. Auch hier zeigte sich wieder ein Anstieg in der a, Integrin Expression bei
16 h, der allerdings schwacher ausfiel als bei den bisherigen Versuchen.

Zusammengefal3t lie3 sich in kultivierten Zellen des Mesangiums durch spzifische
Aktivierung des EP; Rezeptors sowohl im ruhenden als auch im inflammatorischen
Zustand die mRNA Expression der a, Integrine verringern. Somit kann davon
ausgegangen werden, daf3 die supprimierende Wirkung von PGE, auf die Expression

von a, Integrinen Uber den EP3; Rezeptor vermittelt wird.

4.5 Rolle der COX-2 und deren selektiver Hemmung bei renaler Inflammation

Das Komplement C5b-9, welches hauptsachlich fiir das Entstehen der passiven
Heymann Nephritis verantwortlich ist (Couser, 1993; Salant et al., 1989), induziert
parallel in glomerularen Epithelzellen die COX-2 (Takano et al., 2001). Eine
verstarkte COX-2 Expression konnte bei Ratten mit passiver Heymann Nephritis in
dieser Arbeit ebenfalls festgestellt werden. Verbindet man die Ergebnisse aus den
Zellexperimenten mit denen aus dem Tierversuch, so ergibt sich folgendes
Gesamtbild: Bei Ratten mit passiver Heymann Nephritis kommt es zu einer
verstarkten Genexpression der COX-2 im Cortex. Dies fuhrt zu einer vermehrten
Bildung von PGE,, welches Uber den EP; Rezeptor, dessen Expression im Cortex
ebenfalls gesteigert ist, supprimierend auf die Expression von a, Integrinen wirkt.
Durch Analyse der Promotorregion der a, Integrin Untereinheit stellte sich heraus,
dal3 als einzig positiv regulierendes Element vermutlich ein Ets bindendes Motiv in
Frage kommt (Donahue et al., 1994). An die Ets-Site kann unter anderem der
Transkriptionsfaktor ERM binden, der wiederum durch die Protein Kinase A (PKA)
aktiviert wird (Baert et al., 2002; Janknecht et al., 1996). Da der EP3; Rezeptor an ein
inhibitorisches G-Protein gekoppelt ist (Audoly et al.,, 1999; Nanba et al., 1993),
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bewirkt dessen Aktivierung eine Verringerung der Bildung von cyclischem
Adenosinmonophosphat (CAMP), was eine verminderte Aktivierung der PKA zur
Folge hat. Somit ware es denkbar, dall PGE, uber den EP; Rezeptor eine
verminderte Aktivitdit von ERM bewirkt, was letztendlich zu einer Suppression der
Transkription der a, Untereinheit Gber das Ets Motiv fihrt. Andererseits fanden
Donahue et al. (1994) auch ein schwach supprimierendes Promotor-Fragment, das
Ets, SP1 und GATA Motive enthalt. Allerdings schien der Einflu3 dieses Fragments
auf die Transkription ca. zehnfach schwécher zu sein, so dald eine supprimierende
Wirkung von PGE, beispielsweise Uber eine Aktivierung von SP1 unwahrscheinlich

erscheint. Zudem ist Uber eine PKA-abhangige Aktivierung von SP1 nichts bekannt.

Inflammatorische Stimuli
\z. B. C5b-9 bei PHN
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Abb. 46: Wirkungskette der renalen COX-2 Expression bei Ratten mit PHN. AA:
Arachidonsaure. PKA: Protein Kinase A.

Eine Supression der Integrinexpression bei renaler Inflammation ist nach

momentanem Kenntnisstand als positiv anzusehen, da hierdurch die Anlagerung von
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extrazellularer Matrix im Bereich des Glomerulus verringert wird. So zeigten Oda et
al. (Oda et al.,, 1998), dal3 Zell-Adhasion, in diesem Fall Uber das interzellulare
Adhasionsmolekil (ICAM)-1 und das Lymphozyten Funktion-assoziierte Antigen
(LFA)-1, fur die Induktion einer Proteinurie bei Glomerulonephritis entscheidend ist.
Eine andere Studie brachte die tubulare Expession von a, und as Integrinen mit einer
verstarkten Macrophageninfiltration sowie mit dem Vorkommen von interstitieller
Fibrose und tubularer Atrophie in Verbindung (Roy et al., 1997). Andererseits kann
wiederum bei Bestehen einer Proteinurie das Albumin im Bereich des Tubulus tber
das a\bs Integrin tubulointerstitielle Schaden hervorrufen (Peruzzi et al., 1996). Vor
diesem Hintergrund lal3t es sich erklaren, daf} Hyashi et al. die antinephritische
Wirkung des PGI,-Mimetikums ONO-1301 hauptsachlich auf eine Suppression der
Expression des vaskuldren Zell-Adhasionsmolekils (VCAM)-1 und eine dadurch
verminderten Leukozytenakkumulation im Glomerulus zuriickfiihrten (Hayashi et al.,
1997). Zudem wurde unter ONO-1301 eine Abschwachung der Adh&sion von der
Kapillarwand an die Bowman’sche Kapsel beobachtet. Solche Wirkungen reihen sich
in andere protektive Eigenschaften von Prostaglandinen ein. So wirkt PGE; z. B.
vasodilatorisch und kann dadurch die renale Durchblutung verbessern (Imig, 2000).
Zudem kann es hauptsachlich dber den EP, und den EP, Rezeptor das
Immunsystem  supprimieren  (Nataraj et al, 2001). Dies konnte bei
Autoimmunerkrankungen, wie beispielsweise der Glomerulonephritis, von Bedeutung
sein. Durch diese Arbeit wurde nicht nur gezeigt, dal} PGE, in der Niere protektive
Funktionen austben kann, sondern auch, dal3 fur die Bildung dieses Prostaglandins
im Stadium der Inflammation hauptséchlich die COX-2 verantwortlich ist und daf?
selektive Inhibition dieses Enzyms die Expression von Integrinen erhoht und damit
dem protektiven Effekt von PGE, entgegenwirkt. Da sich gerade in der Niere eine
deutliche physiologische Expression der COX-2 findet, l&3t es sich erklaren, dafl3
selektive COX-2 Inhibitoren schwere renale Nebenwirkungen zeigen kdnnen. Zur
Zeit haufen sich Berichte Uber akutes Nierenversagen (Graham, 2001;Perazella und
eras, 2000;Samer et al., 2002; Wahba und Soper, 2001; Wolf et al., 2000) bzw. akute
tubulointerstitielle Nephritis (Rocha und Fernandez-Alonso, 2001) nach Einnahme
von Celecoxib bzw. Rofecoxib. Da hiervon meistens Aaltere Patienten betroffen
waren, liegt die Vermutung nahe, dal3 dies mit einer gesteigerten COX-2 Expression

bei Alteren (Nantel et al., 1999) zusammenhangen konnte. Mdoglicherweise (bt eine
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gesteigerte COX-2 Expression in der Niere protektive Effekte aus und wirde damit
den Verlauf der Erkrankung positiv beeinflussen.

Seit einiger Zeit wird diskutiert, dal3 COX-2-abhangig gebildete Prostaglandine nicht
nur entzundungsverstarkend wirken, sondern mdoglicherweise auch zur Heilung
beitragen. So wurde bereits 1998 durch Wallace et al. im Entziindungsmodell der
Carrageenan-induzierten Pfotenanschwellung zeigen, dal3 Wildtyp- und COX-2
Knockout-Mause mit einer vergleichbaren Schwellung und Prostaglandin-Synthese
reagierten. Die Schwellung konnte bei beiden Typen durch Indometacin signifikant
reduziert werden, nicht jedoch durch den selektiven COX-2 Inhibitor NS-398.
Indometacin hemmte bei Wildtyp- und Knockout-Mausen in gleicher Weise die
Prostaglandinbildung, wahrend NS-398 die PGE, Synthese nicht beeinflul3te. Eine
Woche nach der Carrageenan-Gabe war die Pfotenschwellung im Wildtyp wieder
zuriickgegangen, wahrend die COX-2 Knockout-Maus nun eine doppelt so starke
Schwellung zeigte. Damit wurde zum einen gezeigt, daf3 eine Inhibition der COX-1
zur Abschwachung der Inflammation notwendig ist, und zum anderen, dal3 die
COX-2 mdoglicherweise die Entzindungsantwort verringert sowie die Ausheilung von
Entzindungsschadden fordert. Dies scheint insbesondere Entzindungen im
Gastroinstestinaltrakt zu betreffen (Mizuno et al., 1997; Schassmann et al., 1998). In
der Niere konnte gezeigt werden, dald selektive Inhibition der COX-2 die Ausheilung
der anti-Thy 1.1 Nephritis der Ratte verzdgert. Kitahara et al. (Kitahara et al., 2002)
beobachteten in diesem Modell bei Behandlung mit Rofecoxib oder Celecoxib eine
verstarkte Mesangiolyse sowie einen Anstieg in der Proteinausscheidung. Weiterhin
kam es unter selektiver COX-2 Inhibition zu einer verschlechterten Heilung von
Schaden der glomerularen KapillargefaRe, was mit einer bekannten hemmenden
Wirkung auf die Angiogenese (Jones et al.,, 1999; Sawaoka et al., 1999) in
Verbindung gebracht wurde. Auf der anderen Seite gibt es jedoch durchaus
Entzindungsmodelle, in denen sich eine selektive COX-2 Inhibition positiv auf die
Heilung auswirkte. Beispielsweise zeigten Anderson et al. (1996), dal3 der selektive
COX-2 Inhibitor SC-58125 bei der Adjuvanz-Arthitis der Ratte die Odem-Bildung
verringerte. Allerdings war dieser Effekt der Wirkung des ebenfalls eingesetzten
Indometacins vergleichbar. Deshalb ist es mdglich, dafd die Unterschiede zwischen
den Befunden von Wallace und Anderson auf einer unterschiedlichen COX-2
Selektivitat von SC-58125 und NS-398 beruhen.
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Durch die Ergebnisse dieser Arbeit wurde gezeigt, dal3 eine Inhibition der COX-2
nicht nur antiinflammatorisch wirkt, sondern proinflammatorischen Faktoren, wie z. B.
Integrine, fordert. Somit besteht eine Funktion der COX-2 wéhrend der Inflammation
in der Suppression der Integrinexpression. Diese Wirkung der COX-2 wurde Uber
den inhibitorisch wirksamen und damit cAMP senkenden EP; Rezeptor vermittelt,
dessen Expression bei nephritischen Ratten gesteigert war. Dieser Rezeptor zeigte
in anderen Organen, wie z. B. dem Herzen (Hohlfeld et al., 1997; Hohfeld et al.,
2000; Thiemermann et al., 2000), protektive Eigenschaften, so dal er
moglicherweise in der Niere ebenfalls fur protektive Effekte verantwortlich ist. Das
COX-2-abhangig aus der Arachidonsaure gebildete PGE, kann in der Niere
verschiedene protektive Funktionen austben, die den Verlauf der renalen
Inflammation gunstig beeinflussen: Es wirkt vasodilatierend (Imig, 2000) und sichert
damit die Durchblutung, es supprimiert das Immunsystem (Nataraj et al., 2001) und
unterdriickt damit die Bildung von membranschadigenden Antikérpern und
Komplement, und es wirkt supprimierend aud die Expression von
Adhéasionsmolekilen, was die Akkumulation von extrazellularer Matrix im Bereich
des Glomerulus unterdrickt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dal3 durch selektive Inhibition der COX-2
sowohl die COX-2 Aktivitat als auch die Expression der COX-2 und des EP;
Rezeptors gesenkt wurde. Somit supprimierte Celecoxib die Expression zweier
wahrscheinlich protektiver Faktoren, was einen Anstieg in der a, Integrin Expression
zur Folge hatte, der fur den Verlauf der Glomerulonephritis als negativ zu werten ist.
Der friher Ubliche Einsatz unselektiver Cyclooxygenase-Inhibitoren bei
Glomerulonephritis wurde eingeschrankt, als sich zeigte, dal’3 die dadurch erreichte
Senkung der Proteinurie hauptsachlich auf eine verschlechterte renale Durchblutung
zurlckzufihren war. Dies wurde durch eine Verringerung der Bildung
vasodilatorischer und dadurch renoprotektiv wirkender Prostaglandine bedingt.
Ausgehend von der Uberlegung, daR die meist konstitutiv exprimierte COX-1 fiir die
Synthese protektiver Prostaglandine und die induzierbare COX-2 fur die Synthese
inflammatorischer Prostaglandine verantwortlich sei, bestand die Mdglichkeit, durch
selektive Inhibition der COX-2 eine antiproteinurische Wirkung bei gleichzeitiger
Aufrechterhaltung der renalen Durchblutung zu erreichen. Vermutlich ist die in
unterschiedlichen Nephritis-Modellen bei Ratten beobachtete Verringerung der
Proteinurie durch selektive COX-2 Inhibitoren (Blume et al., 1999; Wang et al., 2000)
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ebenfalls eher auf eine verminderte renale Durchblutung als auf einen
antiinflammatorischen Effekt zurlickzufihren. So zeigten neuere Untersuchungen
eine Verschlechterung der Ausheilung der anti-Thy 1.1 Nephritis bei der Ratten unter
selektiver COX-2 Hemmung, was sogar mit einem Anstieg der Proteinurie verbunden
war (Kitahara et al., 2002). Dies wirde bedeuten, daf3 selektive COX-2 Inhibitoren in
Bezug auf die Niere keinen Vorteil gegenuber den unselektiven COX Inhibitoren
besitzen und deshalb als Therapieoption bei Glomerulonephritis den gleichen

Stellenwert besitzen wie konventionelle nicht steroidale Antiphlogistika.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, vor dem Hintergrund eines Einsatzes selektiver
Cyclooxygenase(COX)-2 Inhibitoren als Therapieoption bei Glomerulonephritis
mdogliche Funktionen der COX-2 bei renaler Inflammation aufzuklaren. Fir den
Grofteil der Untersuchungen wurde als Modell fir die membrandse
Glomerulonephritis des Menschen die passive Heymann Nephritis der Ratte gewahlt.
Dabei konnte bei kranken Tieren eine verstarkte Expression der COX-2 und des EP;
Rezeptors fur Prostaglandin E, im renalen Cortex nachgewiesen werden. Somit kam
es zu einer Aktivierung auf verschiedenen Ebenen des Prostaglandinsystemes im
Zustand der Inflammation. Gleichzeitig kam es bei nephritischen Tieren zu einer
verstarkten Expression einer Gruppe von Adhéasionsmolekilen, den a, Integrinen.
Diese Integrine kdnnen als pathogener Faktor angesehen werden, da sie zu einer
verstarkten Anhaufung von extrazellularer Matrix im Bereich der Basalmembran
fuhren. Wurden die kranken Tiere mit dem COX-2 Inhibitor Celecoxib behandelt, so
kam es zu einer weiteren Steigerung in der Expression von a, Integrinen. Parallel
dazu sank die Expression der COX-2 und des EP; Rezeptors bei diesen Tieren.
Durch nachfolgende Experimente an kultivierten Zellen des Mesangiums konnte
gezeigt werden, dal PGE,, welches COX-2 abhéngig gebildet wurde, Uber seinen
EP; Rezeptor supprimierend auf die Expression von a, Integrinen wirkte. Des
weiteren zeigte sich eine verstarkende Wirkung von PGE, auf die Expression der
COX-2 und des EP; Rezeptors. Dabei konnte PGE, seine Bildung und seine
Wirkungen verstarken, indem es stimulierend auf die Expression der COX-2 und des
EP; Rezeptors wirkte.

Beachtet man das pathogene Potential einer verstarkten Integrinexpression, Sso
handelt es sich bei einer verstarkten COX-2 Expression bei Inflammation
wahrscheinlich um eine Schutzfunktion, um mehr PGE, produzieren zu kodnnen.
Dieses PGE; besitzt offenbar neben seiner bekannten und als positiv anzusehenden
vasodilatierenden Wirklung in der Niere eine direkte supprimierende Wirkung auf die
Expression proinflammatorischer Gene, wie den a, Integrinen. Durch selektive
Inhibition der COX-2 bei Glomerulonephritis wirde demnach die Expression der
protektiven Faktoren COX-2 und EP; geschwacht und die Expression der
pathogenen a, Integrine verstarkt. Unter diesem Aspekt der molekularen Wirkungen
selektiver COX-2 Inhibition wére ein Einsatz entsprechender Hemmstoffe bei

Glomerulonephritis nicht vorteilhaft.
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seit 4/1999 Wissenschaftlicher Angestellter der Klinik fr Nephrologie und

Rheumatologie, Universitatsklinikum Dusseldorf.

2/1998 — 3/1999  Berufspraktisches Jahr fur Lebensmittelchemiker.
2/98 — 4/98 Firma alcum, Rietberg.
5/98 — 6/98 Veterinar- und Lebensmitteliiberwachungsamt,
Schwelm.
7/98 — 3/99 Chemisches Untersuchungsamt, Hagen.
Zweites Staatsexamen in Lebensmittelchemie.

10/1993 — 11/1997 Studium der Lebensmittelchemie an der Universitat Wuppertal.
Erstes Staatsexamen in Lebensmittelchemie.

8/1992 — 10/1993 Zivildienst an der Traugott-Weise-Schule fur Geistigbehinderte,

Essen.

8/1983 — 7/1992  Stadtisches Ratsgymnasium, Gladbeck.
Abitur.
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