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I. Einleitung

l. Einleitung

.1 Postrenale Obstruktion

Die postrenale Obstruktion der Niere ist der haufigste pathologische Zustand des
Urogenitalsystems. Die Pravalenz der obstruktiven Nephropathie liegt bei etwa 1 : 1000 244!,
Insgesamt handelt es sich also um hdufige Krankheitsbilder. Trotzdem liegen zur Inzidenz
und Prévalenz keine Daten aus unselektierten Populationen vor; vielmehr handelt es sich bei
den meisten epidemiologischen Studien um selektionierte Populationen 16891181 gder ym
Daten aus Autopsien %,

Die klinische Bedeutung besteht in einem zunehmenden Funktionsverlust der betroffenen
Niere, welcher einer zeitlichen Kinetik folgt. Diese unterteilt man in verschiedene Phasen (s.
Seite 6). VVon besonderer therapeutischer Relevanz ist dabei, dal} erstens der Funktionsverlust
um so ausgepragter ist, je langer die Obstruktion andauert und zweitens mit zunehmender
Obstruktionsdauer die Wahrscheinlichkeit eines irreversiblen Schadens steigt . In der
vorliegenden Arbeit wurden die Verdnderungen der Expression von Teilen des
Endothelinsystems bei anhaltender unilateraler ureteraler Obstruktion (UUOQO) (ber einen
Zeitraum von 30 Tagen an einem standardisierten Rattenmodell untersucht.

l.1.1 Pathogenese der Unilateralen Ureteralen Obstruktion

Die partielle oder komplette Obstruktion des Ureters sind eine hdufige Ursache fir den
Verlust von Nephronen. Um die Veranderungen auf zellularem Niveau zu verstehen, bedarf
es eines tieferen Verstdndnisses der pathophysiologischen Vorgénge bei der unilateralen
ureteralen Obstruktion.

Eine der Hauptaufgaben der Niere besteht in der Reabsorption von Wasser und damit der
Konzentrierung von Urin auf das bis zu Vierfache der Plasmaosmolalitdt. Dieser sehr
energieaufwendige ProzeR findet im Nierenmark mittels Gegenstromprinzip **! statt. Obwohl
die Niere in Relation zu ihrem Gewicht das meistdurchblutete Organ ist, herrschen im
Nierenmark, anders als in der Rindenregion, relative hypoxische Verhéltnisse mit
Sauerstoffpartialdrucken von lediglich 10-20 mmHg @, was fiir die Funktion jedoch
notwendig und somit physiologisch ist. In der Regulation dieser Balance sind mehrere
Systeme involviert ! welche die Perfusion des Nierenmarkes in Abhéngigkeit der
Kreislaufverhaltnisse und des lokalen Sauerstoffbedarfes kontrollieren %,

Besonders relevant sind hier Regulationsvorgdnge der vasoaktiven Mediatoren, wie
Angiotensin 11 und Stickstoffmonoxid (NO) auf molekularer Ebene, aber auch neuronale und
zellulare Signaliibertragung sowie homdostatische Mechanismen %%,

Der Ausfall eines dieser Systeme stellt nur in seltenen Fallen eine akute Bedrohung der
Nierenfunktion dar und kann meist kompensiert werden. Bei einer gravierenden Schadigung
dieser Systeme sinkt jedoch im Nierenmark der Sauerstoffpartialdruck unter die kritische
Schwelle und es kommt erst zur Ischamie, bzw. Anoxie *.  Sind beide Nieren betroffen,
zeigt sich klinisch das Bild eines akuten oder chronischen Nierenversagens. Auch bei UUO
kommt es zur Anoxie der betroffenen Niere, wohingegen der Ausfall in der Regel von der
kontralateralen Niere kompensiert werden kann.

In  Tabelle 1 sind mogliche Ursachen fiir UUO aufgefiihrt *4. Die klinische Symptomatik
ist von den jeweiligen Ursachen abhangig und somit variabel !4,
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Als Spétfolge der UUO kann es zur Ausbildung einer Hydronephrose kommen, welche
ebenfalls kein einheitliches Krankheitsbild ist, sondern den Endzustand einer Reihe von
unterschiedlichen pathologischen Zustanden darstellt. Der zugrundeliegende Mechanismus ist
jedoch dahnlich (z.B. Nephrolithiasis, M. Ormond). Die obstruktive Nephropathie ist
weiterhin ein bedeutender Risikofaktor fur das Auftreten einer arteriellen Hypertonie.

Angeborene Ursachen fur UUO Sekundare Ursachen fur UUO
Nierenbeckenabgangsstenose Nephrolithiasis
Obstruktiver Megaureter Tumoren (Urothelkarzinom, Metastasen)
Retrokavaler Harnleiter Harnleiterstenose
FehImindung des Harnleiters entzindlich
Hufeisenniere M. Ormond

V.-ovarica-dextra-Syndrom

Tabelle 1: Ursachen fur UUO

Einteilung der Stadien bei UUO

Young et al. ™3 haben eine triphasische Beziehung zwischen renalem Blutflu8 (RBF) und
ureteralem Druck wahrend kompletter unilateraler ureteraler Obstruktion wie folgt
charakterisiert:

In der ersten Phase zwischen 0 und 90 Min. nach Eintritt einer UUO steigen sowohl der renale
Blutflul?, als auch der ureterale Druck an. Dies geschieht hauptsdachlich aufgrund einer
Vasodilatation des Vas afferens.

In der zweiten Phase im Zeitraum von 90 Min. bis 5 h fallt der RBF ab, wohingegen der
ureterale Druck weiter ansteigt. Die Abnahme des RBF beruht auf einer Vasokonstriktion des
Vas efferens.

In der dritten Phase, 5 h bis 18 h nach UUO, kommt es durch die Vasokonstriktion des Vas
afferens zu einem weiteren Rickgang der renalen Perfusion sowie zum Abfall des ureteralen
Druckes.

Besteht die Obstruktion dauerhaft, so spricht man von chronischer ureteraler Obstruktion
(CUO0).

Andere Autoren M teilen die UUO auch in ein biphasisches Modell ein, welches zwar
pathophysiologisch weniger exakt, jedoch im klinischen Alltag gebrduchlicher ist. Dabei
wird die erste Phase des triphasischen Modells nicht berticksichtigt und mit der zweiten Phase
zusammengefalt.

Multifaktorielle Atiologie

Vasoaktive Mediatoren

Um die Vorgénge bei obstruktiver Nephropathie zu klé&ren, wurden eine Reihe potentiell
beteiligter vasoaktiver Mediatoren untersucht. Diese kodnnen in verschiedene Gruppen
eingeteilt werden:
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Hypoxieinduzierbare Gene

NO-System

Renin, Angiotensin und Angiotensin-1-Rezeptor

Gene, die an der Prostaglandinsynthese beteiligt sind

Interleukine und Akut-Phase Proteine

Endothelinsystem (wird eigens im folgenden Abschnitt behandelt)

SourwhnE

Allen et al. ™ konnten zeigen, daB der Prostaglandin-Synthesehemmer Indometacin die friihe
renale Vasodilatation bei UUO verhindert. Stickstoffmonoxid (NO) spielt ebenfalls eine
wichtige Rolle bei den Veranderungen der renalen Hdmodynamik. So haben Lanzone et al. [91]
gezeigt, daB durch Infusion wvon L-Arginin, einem NO-Liberator, die durch
Prostaglandinsynthese-Inhibitoren verursachte Unterdriickung der physiologischen Steigerung
von RBF und ureteralem Druck rickgéngig gemacht werden konnte. NO ist damit als ein
potenterer Vasodilatator als das Prostaglandinsystem bei UUO anzusehen %!, Die Inhibition
von NO prédisponiert zu Markschéden und Nierenversagen [21]

Bei akuter UUO kommt es zu einer erhdhten Ausschittung von Angiotensin 1l. Es gibt
Hinweise darauf, daBl unabhé&ngig vom zirkulatorischen Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS) auch innerhalb der Niere die Bildung von Angiotensin Il méglich ist ¢,
zumal Rezeptoren fiir Angiotensin Il im Nierenmark nachgewiesen werden konnten %, Dies
konnte erklaren, warum es bei akuter UUO in der ipsilateralen Niere nicht zu einer
anhaltenden Erhéhung des RBF kommt "),

Des Weiteren spielt Adenosin bei der Steuerung des renalen Sauerstoffangebotes eine
wichtige Rolle; Adenosin entsteht durch Verbrauch von ATP, etwa bei Hypoxie, und ist
allgemein als Vasodilatator bekannt. In der Niere fungiert Adenosin jedoch einerseits als
Vasokonstriktor im Bereich der Nierenrinde, was zu einer Verminderung der GFR fuhrt sowie
andererseits als Vasodilatator im medullédren Bereich, wo es auch den tubul&ren Transport
hemmt.  Dies deutet darauf hin, dafl Adenosin eine Sonderrolle bei der renalen
Hypoxieregulation spielt und durch Umverteilung des Sauerstoffangebotes homdostatische
Eigenschaften hat [**.

Bei Urodilatin handelt es sich um einen weiteren renalen Vasodilatator B¢, der in seiner
Struktur dem ANP (atriales natriuretisches Peptid) homolog ist und in den distalen Tubuli
exprimiert wird.

Die Bedeutung von Histamin hinsichtlich einer antizipierten vasodilatierenden Wirkung 2%
lie} sich nicht bestdtigen. Banks et al. konnten lediglich die reaktive Hyperdmiephase nach
Noradrenalininfusion als Histaminwirkung nachweisen .

Als weiterer Arachidonséuremetabolit konnte neben Prostaglandinen auch eine erhohte
Thromboxan A,-Ausschiittung nachgewiesen werden. Thromboxan A; ist moglicherweise an
der renalen Vasokonstriktion beteiligt "%, Botting et al. konnten zeigen, daR die Gabe von
ET-1 und ET-3 sowohl einen Anstieg von Arachidonsauremetaboliten (Thromboxan A,
Prostaglandin E,), als auch von NO bewirken *°!. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf eine
zentrale Rolle der Endotheline im komplexen Autoregulationsmechanismus der renalen
Perfusion.

Fur die Spatphase der UUO konnten bisher noch keine Botenstoffe gefunden werden, die
eindeutig fir den Rickgang des RBF verantwortlich sind. Bei chronischer UUO konnte
hingegen eine renale Endothelin-1-Ausschiittung bei Hunden nachgewiesen werden [,
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welche auch nach der Gabe des Kalziumantagonisten Verapamil fortbesteht. Dies deutet
darauf hin, dall das Endothelinsystem unabhdngig vom Prostaglandinsystem bzw. diesem
ubergeordnet ist, da ET-1 nicht downreguliert wird. Diese Downregulation wére aber nach
Absinken der Plasmakonzentration der vasodilatierenden Prostaglandine (vermittelt durch
Verapamil als Ausdruck einer Gegenregulation) zu erwarten. Auch in der Frihphase scheint
Endothelin-1 produziert zu werden, was aber durch die Vasodilatation maskiert wird, bzw.
sogar mit dieser in Verbindung steht.

Neuronale Signallibertragung

Es ist bekannt, dal NO ein wichtiger Neurotransmitter ist. Um die Rolle von NO bei
ureteraler Relaxation zu untersuchen, haben Stief et al. “** ein in vitro Modell verwendet. Es
gelang jedoch nicht, einen sicheren Nachweis zu erbringen, so daR die Rolle von NO als
Neurotransmitter bei UUO weiterhin ungeklart ist.

Prozesse der Homgostase

Aquaporine sind Tunnelproteine, Uber die freies Wasser die Zellmembran permeieren kann.
Vasopressin hemmt den Einbau von Aquaporin-2 in den distalen Tubuli, was zu einer
Flussigkeitsretention und hoher konzentriertem Urin flhrt. Dies geschieht durch
Ruckresorption des freien Wassers im Gegenstromprinzip.

Frokiaer et al. *® haben die VVorgange bei bilateraler ureteraler Obstruktion (BUO) untersucht
und konnten nachweisen, daf} auch nach Beendigung der BUO die verminderte Aquaporin-2
Expression noch einige Tage anhielt. Dies erklart beispielsweise die klinisch hé&ufig
beobachtete polyurische Phase im Anschluf? an ein akutes Nierenversagen (ANV). Die
hierbei auftretende Downregulierung von Aquaporin-2-mRNA als Ausdruck der Stérung der
Fahigkeit zur Konzentrierung des Harns ist bei UUO in der ipsilateralen Niere starker
ausgepragt, als in der kontralateralen Niere, die meist noch kompensieren kann ®®.. Diese
Entdeckung spricht fur das Vorhandensein von nicht-systemischen intrarenalen Faktoren, die
fiir die Downregulierung von Aquaporin-2 hauptverantwortlich sind.

Zellproliferation und Apoptose

Bei chronischer ureteraler Obstruktion (CUO) kommt es zu einem irreversiblen,
progredienten Untergang des Nierenparenchyms mit Kortexatrophie. Bei diesem komplexen
Geschehen herrscht ein gestortes Verhéltnis zwischen Zellproliferation und programmiertem
Zelltod in der obstruierten Niere. Truong et al. ****% haben diese Zusammenhange
untersucht und konnten zeigen, dal die Apoptoserate in den Tubuluszellen am stdrksten
zunimmt und ihren Gipfel etwa am 6. Tag nach Einsetzen der Obstruktion erreicht. Weiterhin
kommt es zu einer gesteigerten Proliferation von Fibroblasten im Interstitium und spater dort
auch zum Einwandern von Entzundungszellen.
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|.2 Endotheline und Endothelinrezeptoren

Die Familie der Endotheline wurde erstmals 1988 von Yanagisawa ™ isoliert und
identifiziert. ~Zu dieser Familie gehtren die Peptide Endothelin-1, Endothelin-2 und
Endothelin-3. Die Endotheline sind Peptide mit einer Lange von 21 Aminosduren, deren
Aminosauresequenz an zehn Positionen identisch ist ™7 (s. Abbildung 1). Sie werden in
verschiedenen Geweben exprimiert, wo sie an der Regulation des vasomotorischen Tonus, der
Zellproliferation sowie der Hormonproduktion beteiligt sind. lhre Wirkungen werden tber
spezifische Rezeptoren, den Endothelin-A-Rezeptor und den Endothelin-B-Rezeptor
vermittelt 8. ET-1 konnte auf Chromosom 6 ®!, ET-2 auf Chromosom 1 8 und ET-3 auf
Chromosom 20 ™M |okalisiert werden.

[.2.1 Endothelin-1

Von den drei bekannten Endothelinen wird nur ET-1 in Endothelzellen exprimiert. AuRerdem
findet sich ET-1 in vaskuldren glatten Muskelzellen. Weiterhin konnte ET-1 auch noch in
Neuronen und Astrozyten, im Endometrium, Hepatozyten, Mesangiumzellen der Niere,
Sertolizellen sowie in Epithelzellen nachgewiesen werden “***?°] Die Transkription der ET-1
MRNA sowie die Synthese und Sekretion des Proteins kann als Reaktion auf verschiedene
Stimuli wie Hypoxie, Ischdmie oder Zunahme der Wandspannung innerhalb von Minuten
erfolgen. Die Halbwertszeit der mRNA betragt im Mittel zwischen 15 und 20 Min. I8, die
Plasma-Halbwertszeit von ET-1 ca. 4-7 Min. Damit kann die endotheliale ET-1-Produktion
dynamisch und bedarfsgerecht zur Regulation der VVasomotorik eingesetzt werden. 80 bis 90
Prozent des zirkulierenden ET-1 wird in den Lungen wahrend der ersten Passage abgebaut ™.
Nur 25 Prozent der ET-1-Ausschittung gelangen nach intraluminal. Drei Viertel werden vom
Endothel parakrin in Richtung der glatten Muskelzellen sezerniert ™2 was dort zu einer
Rezeptor-vermittelten Kontraktion und so zur VVasokonstriktion fiihrt. Da dieser Hauptteil der
ET-1-Produktion nicht an der Plasmakonzentration beteiligt ist, handelt es sich bei ET-1 eher
um ein parakrines als ein endokrines Peptidhormon.  Trotzdem korrelieren ET-1-

Plasmakonzentrationen z.B. eng mit dem Schweregrad eines kardiogenen Schockgeschehens
[48]

Abbildung 1: Aminosauresequenz und Struktur von Endothelin-1

[.2.11 Endothelin-2 und Endothelin-3

Endothelin-2 (ET-2) wird vorwiegend intrarenal und intestinal produziert. Kleinere Mengen
konnten auch in Myokard, Plazenta und Uterus nachgewiesen werden, wobei allerdings die
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produzierenden Zellen selbst nicht identifiziert werden konnten. Bisher sind fur ET-2 keine
anderen physiologischen Funktionen als bei ET-1 nachgewiesen worden [48]

Endothelin-3 (ET-3) ist wie ET-1 im Plasma nachweisbar, der Herkunftsort ist jedoch noch
nicht gefunden worden. Im Gehirn konnte ET-3 in hohen Konzentrationen nachgewiesen
werden, wo es mdoglicherweise bei komplexen Regulationsmechanismen, etwa bei der
Proliferation und der Entwicklung von Neuronen und Astrozyten, beteiligt ist. Auflerdem
wurde ET-3 in der Niere, der Lunge sowie im Gastrointestinaltrakt gefunden [*¢l.

[.2.111 Biochemie und Molekularbiologie der Endothelin-Peptide

Jedes Endothelin ist das Produkt eines separaten Gens, welches fur eine groRe sogenannte
Precursor-Protein-mRNA kodiert. Das menschliche ET-1-Gen enthélt 5 Exons und vier
Zwischensequenzen. Die fir Endothelin kodierenden Nukleotidsequenzen befinden sich im
zweiten Exon. Das menschliche ET-1-Gen ist auf Chromosom 6 lokalisiert *"*. Eine Reihe
von Wachstumsfaktoren und vaskuldren Proteinen kann mit der Promotorregion interagieren
und so die Transkription des ET-1-Gens modulieren sowie die Translation in mRNA
regulieren 7%,

ET-1 wird aus zwei Vorstufen gebildet; Praproendothelin-1 ist 203 Aminosauren (AS) lang
und wird zum 38 AS langen Prohormon Big Endothelin-1 gespalten, welches sezerniert wird
und im Plasma nachweisbar ist. Big ET-1 besitzt lediglich 1/100 der vasomotorischen
Wirksamkeit wie ET-1, aber seine Plasmakonzentration ist hoch genug, um bei Bedarf mittels
extrazellularer Spaltung die ET-1-Konzentration auf ein vasokonstriktorisch wirksames
Niveau zu erhchen 18],

1994 gelang Xu et al. ¥ der Nachweis von ECE-1, dem Endothelin-Converting-Enzyme,
welches Big ET-1 in ET-1 umwandelt und in grol’er Menge im Endothel exprimiert wird. Es
handelt sich um das Schrittmacherenzym der ET-1-Synthese, eine membranstdndige
Metalloprotease, die Big ET-1 spezifisch zwischen den AS 21-Trp und 22-Val spaltet.

Das in der Ratte gefundene ECE-1 verfugt Gber unterschiedliche Affinitat zu den jeweiligen
Vorstufen der drei Endotheline, wobei das Verhadltnis ET-1: ET-2 : ET-3etwa 4 : 1 : 2 betragt
(1271 zusatzlich zum extrazellularen ECE-1 wurde ein zweites, ebenfalls membranstandiges,
jedoch intrazellulares ECE-2 gefunden ™71,

10
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Angiotensin |l
Katecholamine
Wachstumsfaktoren
Hypoxie

Insulin

LDL, HDL
Wandspannung
Thrombin

ANP

ET-3

PGE -
Prostazyklin

ECE-1

'Rezeptor uRezeptor

Vasokonstriktion  Vasodilatation

Abbildung 2 : Expression und Wirkung von ET-1

[.2.1V Endothelinrezeptoren

Alle drei Endotheline binden an zwei Rezeptoren (A und B) die zur Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehdren. lhr molekulares Gewicht betragt 45 bis 50 kDa und ihre
Aminosduresequenz ist zu ca. 50% homolog. Beide Sequenzen sind in S&ugetieren hoch
konserviert (85 bis 90 Prozent) 81, Pharmakologische Studien lassen auf wenigstens zwei
Subtypen beider Rezeptoren schlieBen (ETa: und ETa, sowie ETg, und ETgp) 352401,
AuBerdem gibt es Hinweise auf einen dritten Subtyp, den ETc-Rezeptor 2%,

Endothelin A-Rezeptor

Endothelin A-Rezeptoren besitzen eine zehnfach hohere Affinitat zu ET-1 als zu ET-3%. Sie
werden vorwiegend auf glatten Gefalmuskelzellen sowie auf kardialen Myozyten exprimiert.
Uber diesen Rezeptortyp wird der vasokonstriktorische Effekt von ET-1 vermittelt. Bei
Rezeptoraktivierung wird intrazellulér die Phospholipase C aktiviert, was zur Produktion von
IP-3 (Inositol-1,4,5-Trisphosphat) und DAG (Diacylglycerol) als sog. Second Messenger
fihrt. IP-3 fuhrt Gber einen Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration zu einer
Vasokonstriktion %% die aufgrund der weiterhin  erhéhten intrazelluldren
Kalziumkonzentration fortbesteht, auch nachdem ET-1 nicht mehr an den Rezeptor gebunden
ist Bl NO kann die Dauer dieser Vasokonstriktion vermindern, indem es die Riickkehr der

11
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intrazelluldren Kalziumkonzentration zum Basalwert beschleunigt [61] Diacylglycerol und
Ca?* stimulieren mittels Proteinkinase C die mitogenen Effekte von ET-11%%,

Endothelin B-Rezeptor

Abhéngig vom Gewebetyp kann es entweder zur Vasodilatation oder Vasokonstriktion
kommen, was auf Unterschiede in der postrezeptorischen intrazelluldaren
Signaltransduktionskaskade hinweist.

Endothelinrezeptoren vom B-Typ werden hauptsachlich von Endothelzellen %%% in
geringerem MaRe aber auch von glatten GefaBmuskelzellen exprimiert. Die Affinitat der B-
Rezeptoren zu ET-1 und ET-3 ist ann&hernd gleich. Bei einer Bindung an den B-Rezeptor
kommt es wie beim A-Rezeptor zu einer Aktivierung der Phospholipase C mit Synthese von
IP-3 und DAG zur Mobilisation von Kalzium. Darlber hinaus sind die B-Rezeptoren an
inhibitorische G-Proteine gekoppelt, was in manchen Zellen zur Inhibition von zyklischem
AMP (cAMP) sowie zur Aktivierung eines Na*/H*-Antiportes fihrt 22,

Wahrscheinlich wird durch die Bindung von ET-3 an den B-Rezeptor die voriibergehende
Vasodilatation ausgeldst, welche nach ET-3-Infusion zu beobachten ist. Es wird
angenommen, daR die Vasodilatation durch Produktion von NO und Prostazyklinen 34701
sowie das Offnen von Kaliumkanéalen verursacht wird.

Regulation und Expression der Endothelinrezeptoren
Die Regulation der Endothelinrezeptoren ist derjenigen der Endotheline sehr ahnlich. Fir

beide ist Hypoxie ein wesentliches Stimulans 2%, Weitere Stimuli und deren Auswirkung auf
die Expression der Endothelinrezeptoren sind in Tabelle 2 wiedergegeben 121,

A-Rezeptor B-Rezeptor
Upregulation Downregulation Upregulation Downregulation
Epidermal GF ET-1, ET-2, ET-3 ANP Typ C cAMP
Basic Fibroblast GF  |Angiotensin 11 Angiotensin 11 Katecholamine
CAMP PDGF Basic Fibroblast GF
Ostrogen TGF beta

Tabelle 2: Regulation der Endothelinrezeptoren

Wie bereits beschrieben ist die Gewebeverteilung der beiden Rezeptortypen unterschiedlich.
Aber auch innerhalb eines Gewebes kdnnen sich Unterschiede ergeben, wie z.B. in der Niere;
hier werden die A-Rezeptoren vorwiegend in den Vasa rectae und Aa. arcuatae exprimiert, die
B-Rezeptoren dagegen hauptséchlich in den Sammelrohren, was auf eine unterschiedliche
Rolle im Salz- und Wasserhaushalt hindeutet 2.

12
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1.2.V Die physiologischen Funktionen der Endotheline

Die Produktion von ET-1 fuhrt Gber Aktivierung des A-Rezeptors zu einer Vasokonstriktion,
bei Aktivierung des B-Rezeptors kommt es dagegen durch Synthese von NO zur
Vasodilatation. NO sowie Prostazyklin wiederum wirken ihrerseits mittels cGMP-Synthese
hemmend auf die ET-1-Produktion ?®*%. Dariiber hinaus werden tber die ET-1-Expression
mitogene Effekte vermittelt und die Expression von Wachstumsfaktoren reguliert 18,
Beispielsweise wird die Umwandlung von Angiotensin | zu Angiotensin Il durch ET-1
beschleunigt, was sich auch in einer erhdhten Aldosteronkonzentration zeigt *°. Angiotensin
Il ist ein potenterer Vasokonstriktor als Angiotensin I. Es erhoht den intraglomeruldren
Druck aufgrund einer Vasodilatation des Vas afferens und einer Vasokonstriktion des Vas
efferens. Aullerdem bewirkt Angiotensin Il die Ausschiittung von Aldosteron im Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Die Hauptwirkung von Aldosteron besteht in
einem Austausch von Kalium- und Wasserstoffionen gegen Natriumionen im distalen
Tubulus, wodurch die Ausscheidung von Natrium vermindert wird.

Die ET-1-Sekretetion wird durch verschiedene Faktoren beeinflufit, wie z.B. das atriale
natriuretische Peptid (ANP), welches vermehrt bei Hypervoldmie sezerniert wird und als
Gegenregulation die Diurese verstarkt. Kohno et al. konnten die Stimulation der ET-1-
Sekretion durch Angiotensin Il und Thrombin sowie die Inhibition durch ANP nachweisen
89 Daraus ist ersichtlich, daR die physiologischen Effekte von ET-1 sowie des RAAS
hinsichtlich der VVasokonstriktion sowie der Natriumretention synergistisch sind.

ET-1 reduziert den RBF, indem es den renalen GefaBwiderstand erhoht 3.  Dabei
kontrahieren sowohl Vas afferens, Vas efferens als auch A. arcuata und Interlobararterie. Beli
systemischer Gabe von ET-1 kommt es Endothelin A-Rezeptor vermittelt ! zum Riickgang
der GFR und zu Natriumretention durch Induktion von Aldosteron ®. In Abbildung 2, Seite
11 sind EinfluBgréRen der ET-1-Regulation dargestellt 3%

Die durch ET-3 vermittelte VVasodilatation erfolgt analog zu ET-1 (ber eine Stimulation der
NO-Synthese ™, was dafiir spricht, daB es ebenfalls Teil des parakrinen und autokrinen
Regelkreises der anderen beteiligten Substanzen sein konnte.

Sowohl ET-1 als auch ET-3 stimulieren die Produktion von Prostaglandinen und sind so
ebenfalls an der Hemmung der Thrombozytenaggregation ™%, der Prostazyklin-vermittelten
Egr%nsienten Vasodilatation *°? sowie der pulmonalen Bronchokonstriktion durch Thromboxan
beteiligt.

Bei selektiver Blockierung des A-Rezeptors mit BQ-123 kommt es im Unterarm durch
Verminderung des basalen GefaRtonus zu einem Anstieg der Durchblutung um 64% *4. ET-1
ist der potenteste endogene Vasokonstriktor, der bisher entdeckt wurde. Bei aquimolarer
Konzentration ist seine Wirkung beispielsweise ca. 100-fach starker, als die von Noradrenalin
1 In manchen Geweben ist wahrscheinlich der B-Rezeptor ebenfalls an der
Vasokonstriktion beteiligt **°!. Noradrenalin und ET-1 verstarken auBerdem gegenseitig ihre
vasokonstriktorischen Effekte. In atherosklerotischen GeféaRRen ist die vasokonstriktorische
Wirkung von ET-1 deutlich erhtéht, da im vorgeschadigten Endothel kein NO als
Gegenspieler mehr produziert werden kann .

Bei der Regulation von ET-1 und den Interaktionen der in Abbildung 2 dargestellten Faktoren
handelt es sich also um Feedbackmechanismen (z.B. NO ®Y). Dies weist auf die wichtige
Rolle der Endotheline bei der Regulierung des vasomotorischen Tonus hin, woraus sich
Moglichkeiten zu pharmakologischen Interventionen nicht nur bei Erkrankungen des
Endothels entwickeln lassen sollten 12!,

13
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1.2.VI Pathophysiologische Bedeutung der Endotheline

Endothelin (ET) ist ein potentes vasokonstriktives Peptid, welches 1988 erstmals aus
Endothelzellen in Zellkultur isoliert werden konnte. Es wurden Details zu Isolation und
Egcle]ntifikation, Aminosdurensequenz, cDNA-Sequenz sowie Pharmakologie von ET publiziert
Aufgrund der Bedeutung von ET-1 als stérkster bekannter Vasokonstriktor im menschlichen
Korper hat die Familie der Endotheline daraufhin groRe Aufmerksamkeit erlangt. Es wurden
weitere Untersuchungen durchgefiihrt wobei sich herausstellte, daR ET-1 ebenfalls eine
wichtige Rolle bei der Pathogenese kardiovaskuldrer Erkrankungen spielt [375378120]
Nachdem es gelungen ist, ET-Isoformen, ET-Rezeptoren sowie das Endothelin-Converting-
Enzyme (ECE) zu klonieren, wurden verschiedene ET-Rezeptor-Antagonisten und ECE-
Inhibitoren  entwickelt. Davon erhofft man sich neue Erkenntnisse und
Therapiemoglichkeiten kardiovaskuldrer und anderer Erkrankungen.

Es konnte gezeigt werden, dall ET eine wichtige Rolle bei der Embryonalentwicklung des
Nervensystems sowie weiterer Organe spielt. Masaki et al. (2004) gehen in einer
Ubersichtsarbeit auf die vielfaltigen Funktionen des Endothelinsystems naher ein.

Im Folgenden sollen einige wichtige Erkrankungen genannt werden, bei denen die
Endotheline mit hoher Wahrscheinlichkeit Teil des Pathomechanismus sind 181%4;

Wahrscheinliche Beteiligung:

- Myokardischdmie und Reperfusionsschaden
- cyclosporininduzierte Nephrotoxizitat

- Postischdmisches Nierenversagen

- Vasospasmen nach Subarachnoidalblutung

Mdgliche Beteiligung:

- Asthma

- Pulmonale Hypertonie

- Persistierender ductus arteriosus Botalli
- Vasospasmen

- Akute zerebrovaskulare Insuffizienz

Fur diese Arbeit ist hauptsdchlich die Rolle und Funktion des Endothelinsystems bei
unilateraler ureteraler Obstruktion (UUQ) von Bedeutung, weshalb darauf n&her eingegangen
werden soll.

Bei UUO tritt durch mechanische Verlegung des Harnleiters ein Riickstau von Urin auf. Es
resultiert ein Druckanstieg in Harnleiter und Nierenbecken, wodurch es zur Ischdmie des
Nierenparenchyms kommt. In der Folge entwickelt sich ein postischd&misches Nierenversagen
(PINV), welches durch den Funktionsverlust der betroffenen Niere gekennzeichnet ist. Dieser
Zustand ist reversibel, sofern die Ursache behoben werden kann, beispielsweise durch das
Entfernen eines Harnleitersteines. Dauert die UUO jedoch an, fiihrt das PINV zum
irreversiblen Untergang von Nephronen, den kleinsten renalen Funktionseinheiten.

Uber die Rolle der Endotheline bei UUO ist immer noch wenig bekannt. Allerdings deuten
neuere Untersuchungen uber die Physiologie und Pathophysiologie der Endotheline auf eine
Beteiligung bei der Pathogenese der UUO hin %4
Der Einflul? der Endotheline auf glomeruldare Mesangiumzellen (MZ) wurde von Sorokin et
al. untersucht 2. Hierbei handelt es sich um Vorgange beim PINV, etwa als Folge von
UUO. Es konnte gezeigt werden, dall MZ ET-1 als Antwort auf eine Reihe von Faktoren
sezernieren, deren Expressionsniveau bei glomerulérer Schadigung erhoht ist. Dazu zahlen
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u.a. Arachidonsdure-Metabolite, NO sowie Angiotensin Il. Aullerdem exprimieren MZ
Endothelin-Rezeptoren, deren Aktivierung tber eine komplexe Signaltransduktionskaskade
zu Stimulation von Hypertrophie, Proliferation und Kontraktion der MZ fiihrt.

Lariviere et al. haben zwei direkte Wirkmechanismen von ET-1 auf die Nierenfunktion beim
PINV gefunden 2. Sie konnten zeigen, daB die Regulation der renalen Hamodynamik und
der glomeruléren Filtrationsrate (GFR) sowie die Modulation der renalen Natrium- und
Wasserexkretion durch ET-1 zur Regulation des Extrazellularvolumens und des Blutdruckes
beitragen. Im Rattenmodell des chronischen Nierenversagens wurde nachgewiesen, dal} die
ET-1 Produktion in Nierengewebe und in Blutgefalien erhoht ist. Diese Veradnderungen sind
mit einer erhohten Expression von Prapro-ET-1 verbunden und korrelieren mit dem
Blutdruckanstieg und dem Grad der Niereninsuffizienz als Ausdruck der renalen Schadigung.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dal die selektive Blockade des Endothelin A-Rezeptors
gETAR) das Fortschreiten der Schadigung renaler Geféal3e sowie die Hypertension verhindert
%21 Auch hier konnte bei einem Anstieg der ET-1 Expression ein erhdhtes Expressionsniveau
von lokalen Mediatoren wie Angiotensin Il, Transforming Growth Factor beta-1 (tgf-g) und
Stickstoffmonoxid (NO) nachgewiesen werden, was die Bedeutung von ET-1 bei der
Pathogenese der chronischen Niereninsuffizienz unterstreicht.

I.3 Fragestellung und Ziele

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Rolle der Endotheline bei postrenaler Obstruktion zu
untersuchen. Dazu soll die Expression der mRNA beteiligter Faktoren bestimmt werden, um
die postrenale Obstruktion auf molekularer Ebene in ihrer zeitlichen Kinetik zu
charakterisieren.

Es wird die Hypothese aufgestellt, dal die das Endothelinsystem mafRgeblich an der
anhaltenden Vasokonstriktion beteiligt ist, welche in der obstruierten Niere fir den Abfall des
RBF und der GFR verantwortlich ist und spater zum Funktionsverlust der betroffenen Niere
flhrt..

Aus dieser Hypothese ergibt sich die konkrete Fragestellung;

,»Welche Rolle spielt das Endothelinsystem bei der Entstehung der UUO?*
1. Rolle der Endotheline in der Friih- und Spatphase der UUO

2. Welche Bedeutung hat das Schrittmacherenzym (ECE-1)?

3. Sind die Endothelin-Rezeptoren entscheidend?

Durch diese Erkenntnisse konnten Hinweise fir Medikamente gesammelt werden, die fur die
Protektion der Nierenfunktion geeignet sind.
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Il. Material

[I.1 Chemikalien und Enzyme

Agarose
Blocking-Reagenz

BSA
cDNA-Synthese-Kit
CSPD

DEPC

DIG Luminescent Detection Kit
DMSO
DNA-Langenstandard VI
dNTP-Set [100 mM]
EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll 400

Formaldehyd
Lachsspermien-DNA

Mineralol

NaCl

PCR-Purification-Kit QIA-Quick
Polyvinylpyrrolidon

PrimeZyme Buffer

Radioaktiv markierte Reagenzien:
Reverse Transkriptase
RNAase-Inhibitor
RNA-Ldangenstandard |

SDS

Tag-Polymerase

Tris

Triton X-100

Trizol

Tween-20

[1.2 Primer

NuSieve GTG, Biozyme, Hameln
Boehringer, Mannheim
Biomol, Hamburg

Promega, Serva, Heidelberg
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Pharmacia

Sigma, Deisenhofen
Apotheke der Medizinischen Einrichtungen,
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
Sigma, Deisenhofen
Pharmacia, Freiburg

Gibco, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Qiagen, Hilden

Pharmacia, Freiburg
Biometra, Gottingen
Amersham, Braunschweig
Gibco, Eggenstein
Boehringer, Mannheim
Gibco, Eggenstein

Serva, Heidelberg

Biometra, Gottingen

Sigma, Deisenhofen

Promega, Serva, Heidelberg
Gibco

Sigma, Deisenhofen

Die Synthese der Oligodesoxynukleotide (Fa. Pharmacia) erfolgte nach den von Brown et al.
25 sowie Wang et al. %% beschriebenen Sequenzen. Die Primersequenzen finden sich im

Anhang unter IX.4.
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[1.3 Puffer und Stammldésungen

Tris-Puffer

Ansatz fur radioaktive Markierung

Anti-Digoxigenin-AP Puffer

Blocking-Puffer (Puffer 1)

Blocking-Reagenz

CSPD 1:10.000
Denaturierungspuffer

Denhardt’s Lésung (50x)

Dig-dNTP-Mix 2 mM

dNTP-Mix 1,25 mM

Fa-Puffer

Hybridisierungslosung |

Hybridisierungspuffer (30 ml)

100 mM Tris
100 mM NaCl

50 mM MgCl,

pH 9,5

10 pmol Oligonukleotid

1yl 10x Kinase

5 ul [y-*P]-dATP

10U Polynukleotidkinase

Anti-Dig-AP-Antikdrper 1:10.000
in Blocking-Reagenz

100 mM Maleinsaure
150 mM NaCl
pH 7,5

2% Blocking-Reagenz (4g)
ad 200 ml Puffer 1
4h bei 50-60°C inkubieren, bei 4°C aufbewahren

z.B. 5ul CSPD ad 50 ml Tris-Puffer

15M NaCl
0,5M NaOH
pH 8,0

1% BSA

1% Polyvinylpyrrolidon
1% Ficoll 400
in 20x SSC, pH 7,0

10 mM dNTPs 40 pl
1 mM Dig-dUTPs (1nmol/ul)
ad 200 ul Aqua ad inf.

je 10ul dATP, dCTP, dGTP, dUTP
ad 800 ul Aqua ad inf.

6.5% Formaldehyd,
50% Formamid,

20 mM MOPS

5 mM Natriumacetat,
0.5 mM EDTA, pH 8.0

5x SSPE-LGsung

5x Denhardt’s-L6sung
0,1% SDS

15 ml Na;HPO4 1M pH 7,2
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Lachsspermien-DNA
Ladepuffer fur RNA-Elektrophorese

MOPS-Puffer (10x)

Neutralisationspuffer

SSC 20x

SSPE (20x)

Stammldsungen fur

Tris-Puffer

TAE-Gel 1,2%

TAE Puffer (100x)

Washing-Puffer

TX-Puffer

Waschlosung 11

0,39 BSA

15 ml SDS 14%

60 ul EDTA0,5M

600 ul Lachsspermien DNA [100 pg/ml]

100 pg/ml

fir 12 ul RNA Probenvolumen [1 ug/ul]:
8,5 ul Formaldehyd 37% pH 7,5

24 ul Formamid deionisiert

2,5 ul Fa-Puffer

0,4 M MOPS
0,1 M NaAcetat
10 mM EDTA
pH 7,2

1,5M NaCl
0,5M Tris, pH 7,2

3 M NaCl
0,3 M NaCitrat, pH 7,0

0,02 M EDTA
0,2 M NaH2PO4H20
3,6 M NaCl, pH 7,0

1M Tris
5 M NaCl
1 M MgCl, pH 9,5

1,2% Agarose
Formaldehyd 37%

1,2 M Tris
600 mM Na-Acetat x 3 H,O
30 mM EDTA

0,1 M Maleinsaure
3 M NaCl
5% Tween 20, pH 8,0

20 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NaCl

2 mM CaCl

1 mM EDTA,

2% Triton X-100 (v/v)

SSC 0,2x
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1.4 Gebrauchswaren

Alufolie

Autoklavierband

Frischhaltefolie

Hybond Blotting-Nylonmembran N
Pipettenspitzen

Rontgenfilme

Skalpelle, Grolie 22

Sterile Einwegreaktionsgefalie
Trockeneis

Whatman Chromatographiepapier 3aMM
Zentrifugenrohrchen

Glaswolle

Sephadex G-50

II.5 Gerate

Elektrophorese-Kammer

Heizblock

Morser aus Porzellan
PCR-Cycler

Potter

Speed-Vac
Spektralphotometer Ultrospec Plus
UV-Transilluminator
Vacuum-Blotter
Zentrifuge
NAP50-Saule
Rollerofen

Melitta

Scotch

Melitta

Amersham, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg
Eastman Kodak, Rochester, NY, USA
Feather, Japan

Eppendorf, Hamburg
Gelandeapotheke
Whatman, Maidstone, UK
Nalgene

Pharmacia

Amersham Biosciences

OWL, angewandte Gentechnik
Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

Biometra, TRIO-Thermblock
Braun, Melsungen

Heraeus

Pharmacia

Biometra

BIO-RAD, Kalifornien
Beckmanmn

Pharmacia

Bachofer, Reutlingen

GmbH,
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1. Methoden

1.1 Standardisiertes Rattenmodell

Es wurde das standardisierte Rattenmodell der unilateralen ureteralen Obstruktion gewahlt.
Hierbei wurde der linke Harnleiter wahrend einer Atherkurznarkose mit einem Seidenfaden
ligiert. Damit entspricht das gewahlte Modell am ehesten der Kklinischen Situation eines
vollstandigen akuten Verschlusses wie er z.B. bei Nephrolithiasis vorkommen kann. Die
mannlichen Sprague-Dawley-Ratten wurden in zehn Gruppen, entsprechend genau definierten
Zeitintervallen vom Zeitpunkt Null bis zu 30 Tagen (s. Tabelle 3), eingeteilt. In jeder Gruppe
wurden als Kontrolle Tiere scheinoperiert, um den OperationsstreR als EinfluBgrofie zu
beschreiben. Anschlielend wurden die Tiere geopfert und die Nieren enthommen. Nach
Abpraparieren des Nierenbeckens wurden die Nieren in fllissigem Stickstoff schockgefroren.

Obstruktionsdauer: 0 Min. 30 Min. 1 Std. 2 Std. 6 Std. 12 Std. 1 Tag 2 Tage 4 Tage 30 Tage

Tiere je Gruppe: 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Davon untersucht: 4 4 4 4 4 4 4 4 3 3
Gesamtzahl: 38 Tiere, entsprechend 76 Nieren

Tabelle 3: standardisiertes Rattenmodell

[11.2 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion wurde unter Verwendung von Trizol nach einer modifizierten Methodik
nach Chomczynski & Sacchi * vorgenommen. Beim Umgang mit RNA-Proben wurde
besonders sorgfaltig darauf geachtet, eine Kontamination mit RNAasen zu verhindern.
Hierfir wurden die Reaktionsgefdlle mit in Aqua dest. geléstem DEPC vorbehandelt und
autoklaviert. Die Gel-Elektrophorese-Kammern sowie andere Oberflachen, die in Kontakt
mit den RNA-Proben kamen, wurden zuvor mit 75% Ethanol und Aqua dest. gereinigt.

Xiang et al. *** haben bei einem Vergleich dreier RNA-Extraktionstechniken gezeigt, daB mit
der Trizol-Methode die hochste RNA-Ausbeute und —Reinheit erzielt werden konnte. Trizol
bindet Proteine incl. der Nukleasen in der intermediédren und organischen Phase und erlaubt so
einen reinen Transfer der sich in der waRrigen Phase befindlichen RNA “?8!. Dies ist von
Bedeutung, da manche Gewebe reich an Nukleasen sind und bei anderen Geweben ein zu
groRer Austausch zwischen waRriger, organischer und intermedidrer Phase wéhrend der
Extraktion stattfinden kann.

Nach Vorbereiten des Arbeitsfeldes fur den Umgang mit RNA wurden die bei =70 °C
gelagerten Nieren in flissigem Stickstoff gekuhlt. Nach dem Wiegen der Praparate wurden
jeweils etwa 500 mg des Gewebes mechanisch im Morser sowie im Potter zerkleinert. Um
ein Auftauen auch wéhrend der Extraktion zu verhindern, wurde die Arbeitsflache ebenfalls
mit Trockeneis und Stickstoff gekihlt. Ca. 100 mg Gewebe wurden in 1 ml Trizol 5 Min.
lang inkubiert und anschlielend 200ul Chloroform zugegeben. Nach Durchmischen und
weiteren 5 Min. Inkubationszeit wurden die Reaktionsgefdle 15 Min. lang bei 12.000 g
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zentrifugiert. Der Uberstand der wasserigen Phase wurde dann abpipettiert und fiir 10 Min.
mit 500 ul Isopropanol inkubiert. Anschlielend erfolgte ein erneutes Zentrifugieren der
Proben fiir 10 Min. mit 12.000 g und 4 °C. Die Pellets wurden nun in 75% Ethanol/DEPC-
H,O nach abpipettieren des Uberstandes erneut gelost und 5 Min. bei 7.500 g und 4°C
zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurde 5 Min. bei Raumtemperatur die
restliche Flussigkeit abgedampft und das Pellet anschlielend in autoklaviertem DEPC-Wasser
aliquotiert. Nach 10 Min. Inkubation bei 55°C im Heizblock wurden die Proben dann bei —70
°C eingefroren.

.3 Photometrie

Die Konzentration der aliquotierten RNA wurde mit einem Spektralphotometer bestimmt.
Das Prinzip dieser Messung besteht darin, daB Nukleinsduren, Proteine und andere
Substanzen Extinktionsmaxima bei einer spezifischen Wellenldnge besitzen (s. Tabelle 4).
Aus diesen Werten kann dann die Konzentration sowie eine etwaige Verunreinigung nach
Abgleich der Leerextinktion unter Berucksichtigung des Verdunnungsfaktors errechnet
werden. Dazu bedient man sich folgender Formel nach dem Lambert-Beer‘schen Gesetz:

C[ug/um0|]= (Ezeo —Ea) foC
Gleichung 1: Konzentrationsberechnung

C: Konzentration der gemessenen Probe

E: Extinktion bei jeweiliger Wellenldnge

f: Verdunnungsfaktor

c¢. Kalibrierungsfaktor; OD fir RNA betragt 40 [ug/ml]
OD fir DNA betréagt 50 [ug/ml]

E [nm] Substanz

230 Salze

260 RNA und DNA
280 Viele Proteine
320 Aqua dest.

Tabelle 4: Extinktionsmaxima

Um den Verunreinigungsgrad der Probe mit Proteinen zu bestimmen wird der Quotient aus
Eas0/Easo gebildet. Der Toleranzbereich fiir reine RNA liegt bei 2,0 = 0,2 2,

1.4  Gel-Elektrophorese von Nukleinséuren

Die Gel-Elektrophorese ist ein verbreitetes Verfahren zum Auftrennen von Nukleinsduren, bei
dem die Proben in einem Trégermedium (z.B. Agarosegel und Ladepuffer) im elektrischen
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Feld entsprechend ihren unterschiedlichen Eigenschaften wandern. Durch variieren der
Versuchsbedingungen 1aBRt sich das Verfahren leicht an die zu trennenden Fragmente
anpassen. Fir die Wanderungsgeschwindigkeit sind vor allem die Gelkonzentration, die
FragmentgrofRen, die angelegte Spannung sowie Pufferzusammensetzung und —konzentration
von Bedeutung.

[11.4.1 Horizontalelektrophorese

Die Horizontalelektrophorese wurde zum Auftrennen von PCR-Amplifikationsprodukten
verwendet. Da die FragmentgréRen im Bereich zwischen 300 bp und 700 bp lagen, wurden
Gelkonzentrationen zwischen 1,2% und 2,0% gewéhlt. Die Agarose wurde mit 1XTAE-
Puffer aufgekocht und nach Abkihlen auf 60°C in die Elektrophoresekammer gegossen.
AnschlieBend wurden die Proben in das erstarrte Gel zusammen mit einem Marker als
Laufkontrolle pipettiert, die Gelkammer mit 1XTAE als Puffer bis eben tber das Gel gefillt
und eine Spannung von 4-8 V/cm angelegt.

Zur Darstellung der aufgetrennten Nukleinsduren wurde das Agarosegel 20 Min. im
Ethidiumbromidbad gefarbt und anschlieBend im Wasserbad kurz von unspezifischen
Farbresten gereinigt. Ethidiumbromid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der mit Nukleinsduren
interkaliert, so daf3 diese durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden kdnnen.
Die Gels wurden dann im Transilluminator bei Licht der Wellenlange 260 nm begutachtet und
gof. fotografiert.

Digoxigenin-markierte Proben wurden nicht mit Ethidiumbromid geféarbt, sondern zur
weiteren Analyse auf Nylonmembranen transferiert.

[11.4.11 Elektrophorese von RNA im Agarosegel

Bei der Elektrophorese von RNA wurden ein spezieller Ladepuffer sowie Formaldehyd im
Agarosegel verwandt, um zu verhindern, dal die RNA wahrend der Elektrophorese
Sekundarstrukturen bildet. Die Proben wurden vor dem Beladen des Agarosegels mit 6,6%
Formaldehyd im Gel 10 Min. bei 68°C denaturiert und anschliefend 5 Min. auf Eis gekdhlt.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 4°C und 80 mA Stromstérke.

Weitere RNA-Gelelektrophoresen wurden zur Beurteilung der Qualitat der extrahierten
Proben vorgenommen um sicherzustellen, dal keine Degradierung der RNA z.B. aufgrund
einer Kontamination mit RNAasen vorliegt.

In  Abbildung 3 sind unterhalb der Slots zwei deutliche Banden zu erkennen, die der rRNA in
den 28S sowie 18S Untereinheiten der Ribosomen entsprechen. Eine schwéchere Bande
darunter, etwa in HOhe der zweiten Markierung durch den RNA-L&ngenstandard I, zeigt das
Vorhandensein von 5S rRNA an.

Betragt das Verhaltnis von 28S : 18S : 5S der rRNA 4 : 2 : 1, so liegt die RNA in idealer
Form vor. In Abbildung 3 ist das Verhéltnis zu Gunsten der kleineren Fragmente in der
Nahe der positiv geladenen Anode verschoben. Die Qualitét ist jedoch gut genug und fur
weitere Untersuchungen geeignet.
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1.5 Technik der Polymerase- Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Standardverfahren zur selektiven Amplifikation von
DNA-Abschnitten das erstmals 1985 von Mullis et al. F%%*11% angewendet wurde. Das
Prinzip besteht in einer selektiven Neusynthese von zwischen zwei synthetischen
Oligonukleotiden gelegenen DNA-Sequenzen mittels Tag-Polymerase ¥ durch die
exponentielle Anreicherung ausgehend von geringen Mengen DNA.
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Abbildung 4: Schema der PCR-Amplifikation

In Abbildung 4 ist das Prinzip der PCR-Amplifikation schematisch dargestellt; ein Zyklus
besteht aus drei thermischen Phasen: Denaturieren, Annealing und Extension. Wahrend der
Denaturierungsphase trennen sich bei ca. 96°C die komplementédren DNA-Strange, was in der
Annealingphase nach Abkihlen auf etwa 60°C das spezifische Anlagern der Primer (zwei
zum 5°- bzw. 3*-Ende komplementédre Oligonukleotide) an den Einzelstrangen ermdglicht.
Nachdem die Primer gebunden haben, verlangert die Polymerase wéhrend der
Extensionsphase dann bei ihrem Temperaturoptimum von ca. 72°C die Strdnge (Neusynthese
durch Einbau von Desoxynukleotidphosphaten). Nachdem so ein neuer Doppelstrang
entstanden ist, folgen weitere Zyklen, bei denen die neu entstandenen DNA-Fragmente als
Matrizen dienen. Dadurch kommt es rechnerisch zu einer Verdoppelung der Kopienzahl des
gewdinschten Abschnittes in jedem Durchlauf (exponentielle Amplifikation).

[11.5.1 Synthese von cDNA (Reverse Transkription)

Die Degradierung von cDNA aufgrund Zersetzung durch RNAasen ist im Vergleich zu RNA
bei gleicher Temperatur weniger ausgeprégt. Deshalb wurden die RNA-Proben mittels
Reverser Transkriptase in komplementdre DNA transkribiert, um die praktische
Durchfuihrung der Versuche zu vereinfachen.

Dabei wird die RNA zusammen mit Oligonukleotiden (Oligo(dT)‘s) bei 42°C inkubiert,
welche an das Poly(A) Ende der mRNA binden und es so der Reversen Transkriptase
ermoglichen, die komplementaren DNA-Strange zu synthetisieren.

Die cDNA-Synthese wurde mit einem Kit der Firma Promega entsprechend des Protokolls
durchgefiihrt. Es wurden 2 ng RNA und 4 pl Oligo(dT)*s bei einem Probenvolumen von 10
ul 10 Min. bei 70°C denaturiert und anschlieBend sofort 5 Min. auf Eis gekdhlt.
AnschlieBend wurden jeweils 10 ul Mastermix (s. Tabelle 5) hinzugegeben und die Proben
dann nach kurzem Zentrifugieren 75 Min. bei 42°C inkubiert. Nach 45 Min. wurde nochmals
5U/Ansatz AMV-RT pipettiert und erneut zentrifugiert, um eine maximale Ausbeute zu
erhalten. Am Ende wurden die Ansdtze 5 Min. bei 95°C denaturiert, anschlielend direkt auf
Eis gekuhlt und dann bei —20°C gelagert.

Reagenz Menge
MgCl, 10 mM
RT-Puffer 2X

dNTP's 2 mM
RNAsin [25 U/ul] 20 U/Probe
AMV-RT [10 U/ul] 8 U/Probe

Tabelle 5: RT Mastermix
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Abbildung 5: Schema der Arbeitsschritte

1.5.11 RT-PCR

Die optimalen Reaktionsbedingungen, insbesondere die geeignete Annealing-Temperatur flr
die unterschiedlichen Primer wurden ausgehend von errechneten Werten empirisch ermittelt.
Die Kenntnis der optimalen Annealing-Temperatur ist entscheidend, da mit steigender
Temperatur in der Annealingphase die Spezifitat der Primerhybridisierung zunimmt, bis das
Uberschreiten eines Temperaturmaximums das Anlagern der komplementiren Stringe
verhindert. Die Annealing-Temperatur wurde zundchst mittels der Formel in Gleichung 2
errechnet.

T, =4*G+C)+2*(A+T)-2°C

Gleichung 2: G-Guanin, C-Cytosin, A-Adenin, T-Thymin — Anzahl in der
Primersequenz

Dafir wird die Anzahl der vier Basen Guanin, Cytosin, Adenin und Thymin aus der Sequenz
des Primers ermittelt. Da Guanin und Cytosin drei Wasserstoffbriickenbindungen, Adenin
und Thymin aber nur zwei miteinander eingehen, resultiert eine unterschiedlich starke
Affinitat des Primers. Je groRer der Anteil von Guanin oder Cytosin, desto mehr Energie ist
notig, um die Bindung der Primer an die cDNA wieder zu ldsen, was eine hohere errechnete
Annealing-Temperatur zur Folge hat.
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Abbildung 6: Guanin, Cytosin, Adenin, Thymin

Die PCR wurde mit GAPDH als Primer unter den in Abschnitt I1L5.111 aufgefihrten
Bedingungen durchgefuhrt. In Abbildung 11, Abschnitt 1V.1.1 ist das PCR-Programm
wiedergegeben.

[1.5.111 Semiquantitative Duplex-PCR

Die Multiplex Polymerase Kettenreaktion ist eine Variante der PCR, bei der zwei (wie hier
bei der Duplex-PCR) oder mehr Loci simultan in derselben Reaktion amplifiziert werden.
Dieses Prinzip wurde erstmals 1988 von Chamberlain et al. % beschrieben und kommt heute
in vielen Bereichen, u.a. auch bei der semiquantitativen RT-PCR analog zur Anwendung ..

Bei der Duplex-PCR wird die Nachweisintensitat zweier Fragmente miteinander verglichen.
Diese Relation der Fragmente bezieht sich auf die RNA-Menge des zu untersuchenden
Materials. Es handelt sich um einen semiquantitativen Nachweis, da das Ergebnis das
Verhaltnis dieser beiden Fragmente zueinander darstellt (= relative Expression), im
Unterschied zu einer Mengenangabe. Um den Vergleich der Fragmente mit der RNA-Menge
zu ermdglichen, wird ein sogenanntes ,,Housekeeping-Gen* verwendet.

Das ,,Housekeeping-Gen* wird in jedem Gewebe anndhernd gleich exprimiert, wodurch
idealerweise keine Schwankungen zwischen verschiedenen Zelltypen, Geweben, Organen
oder Individuen vorliegen. Die Expression des ,,Housekeeping-Gens* ist proportional zur
RNA-Menge.

Als Schliisselenzym in der Regulation der Glykolyse ? wird Glutamat-Adenosin-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) in vielen Geweben exprimiert und ist deshalb als Referenz gut
geeignet. Aullerdem lassen sich so Schwankungen, die durch Degradation von mRNA sowie
durch unterschiedliche RNA-Mengen entstehen, ausgleichen !,

Zusammen mit dem jeweils zu untersuchenden Fragment wurde GAPDH als Housekeeping-
Gen koamplifiziert, um die Expression der zu untersuchenden Fragmente in Relation zu
derjenigen des Housekeeping-Gens setzen zu kdnnen (relative Expression).

Die geeigneten Versuchsbedingungen missen empirisch ermittelt werden, wodurch dann eine
semiquantitative Aussage uber das Expressionsniveau der Genprodukte maoglich ist.
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Typische Grafik einer Duplex-Amplifikation Fragment A

Fluoreszenz = FragmentB

Ig-lineare Phase <

Schwelle

10 20 30 40
Zyklenzahl

Abbildung 7: Modell einer Multiplex PCR

Bei Abbildung 7 handelt es sich um ein beispielhaftes Diagramm einer Duplex-PCR. Die
beiden Kurven entsprechen den Fragmenten A, bzw. B. Fragment A steht hierbei flr das
Housekeeping-Gen GAPDH, Fragment B fir ECE-1, ET-1, ETAR sowie ETBR. Auf der
Ordinate ist die gemessene dimensionslose Fluoreszenz, auf der Abszisse die Zyklenzahl
aufgetragen.

Anhand des Kurvenverlaufes beider Fragmente, lassen sich drei Phasen unterscheiden; zu
Beginn der Amplifikation ist die durch die Fluoreszenz nachgewiesene Menge beider
Fragmente unterhalb der Nachweisgrenze nahe der Nullinie, es besteht kein mefRbarer
Zusammenhang zwischen Fluoreszenz und Kopienzahl. Ab einer bestimmten Zyklenzahl tritt
die Kurve von Fragment A und B in die logarithmisch-lineare Phase ein. Nur in diesem
Bereich ist ein semiquantitativer Vergleich mittels Fluoreszenzdetektion moglich, da die
Fluoreszenz hier direkt proportional zur Kopienzahl der Fragmente ist.

AnschlieBend miinden beide Kurven in eine Sattigungskinetik (Plateauphase), bei der die
Fluoreszenz nicht mehr mit der Kopienzahl der Fragmente korreliert.

In der vorliegenden Arbeit wurden Duplex-PCR Systeme fiir Endothelin-Converting-Enzyme,
Endothelin-1, Endothelin A-Rezeptor sowie Endothelin B-Rezeptor etabliert:

Etablierte Duplex-PCR Systeme

Fur die Amplifikation wurden bei einem Einzelprobenvolumen von 50 pl jeweils 2 pl cDNA
in einem 500 pl Eppendorf-Reaktionsgefal eingesetzt. Der Mastermix enthielt PCR-Puffer
(Biometra), dig-dNTP-Mix [50 mM], Primer A [25 pM] sowie Tag-Polymerase [1 U/Probe].
Nach dessen Zugabe wurden zwei Tropfen Mineraldl hineingegeben, um das Evaporieren der
Flussigkeit zu verhindern. Primer A (ECE-1, ET-1, ETAR sowie ETBR) wurde nun mit
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seiner spezifischen Zyklen-Anzahl voramplifiziert. In der darauf folgenden Pause wurde bei
72°C in jedes Reaktionsgefal 1 ul GAPDH-Primer [25 pM] pipettiert und das Programm
weiter fortgefiihrt. Nach Beendigung des Programms wurden die Reaktionsgefal’e wurden
dann bis zur weiteren Verwendung bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

1.6  Transfertechniken von Nukleinsauren

6.1 Southern-Blotting (DNA)

Erstmals wurde der Transfer von DNA auf positiv geladene Nylonmembranen von Southern
1975 3 peschrieben (Southern-Blot). Das Prinzip dieser Technik besteht darin, daR die in
einem Agarose-Gel aufgetrennte DNA durch den Kapillartransfer eines Ldsungsmediums
(z.B. SSC) auf eine adhérente positiv geladene Nylonmembran ubertragen wird. Die aul3en
negativ geladene DNA-Doppelhelix bleibt haften, wéhrend das Medium durch die Membran
hindurchtritt. Auf diese Weise entsteht ein zweidimensionales Abbild der dreidimensionalen
Gel-Matrix auf der Membran.

Diese Technik fand hier fur den Transfer Digoxigenin-markierter DNA-Proben in einer
modifizierten Form Anwendung: Zunéchst wurden die Agarose-Gele flr das Blotting durch
20 Min. Inkubieren in Denaturierungslosung, zweimaliges Inkubieren fir 10 Min. in
Neutralisierungslosung sowie 5 Min. Schwenken in SSC [2x] vorbereitet. Die
Nylonmembran wurde erst 5 Min. in Aqua dest. und dann 5 Min. in SSC [10x] vorbereitet,
die Whatman-Papiere wurden direkt mit SSC [10x] vorbehandelt. Das Blotting wurde auf
einem Unterdruck-Blotter vorgenommen; dabei kam das Agarose-Gel luftblasenfrei oberhalb
der Nylonmembran zu liegen, welche wiederum auf zwei Whatman-Papieren auf der
abgedichteten Unterlage des Vakuum-Blotters ebenfalls lufblasenfrei auflag. Eine Schablone
aus Kunststoffolie, deren mittige rechteckige Offnung etwas kleiner als das aufliegende
Agarose-Gel war, Uberlagerte die restliche Flache des VVakuum-Blotters und erméglichte so
das Anlegen des Unterdruckes. Die Zeit fur die Dauer des Blot-Vorganges betrug 45 Min.
Nach Beenden des Blottings wurde die Membran noch 5 Min. in SSC [2x] inkubiert, um sie
von Gelresten zu befreien und die DNA anschlieRend nach einer von Khandjian et al. #%#"]
1986 beschriebenen Methode mit 120 J/cm? UV-Strahlung auf der Membran zu fixieren (sog.
Cross-linking, wobei Khandjian et al. einen 10- bis 40-fachen Anstieg der Signalintensitat
beobachten konnten). Die Membran konnte nun entweder trocken zwischen zwei Whatman-
Papieren bei 4°C gelagert werden, oder direkt in Blocking-Reagenz tberfihrt werden.

6.11 Northern-Blotting (RNA)

Die Transfertechnik von RNA auf eine Nylonmembran wird in Anlehnung an Southern als
Northern-Blotting bezeichnet. Es wurde erstmalig 1977 von Alwine et al. ! beschrieben,
wobei das Prinzip das Gleiche ist (s.0.).

Zunachst wurde das Agarose-Gel mit den RNA-Proben fir 30 Min. in NaOH [50 mM]
denaturiert, fir 30 Min. in Tris/fHCI (pH 7,0) neutralisiert sowie 5 Min. in SSC [2x]
vorbereitet. Die Nylonmembran wurde erst 5 Min. in Aqua dest. und dann 5 Min. in SSC
[10x] getrankt und die Whatman-Papiere direkt mit SSC [10x] vorbehandelt.
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Das Blotting erfolgte, indem das Agarose-Gel luftblasenfrei auf drei Whatman-Papiere gelegt
wurde, von denen das unterste in eine mit SSC [10x] gefiillte Wanne eintauchte. Die
Nylonmembran kam hierbei im Unterschied zum Unterdruck-Blotting auf der Oberseite des
Agarosegels zu Liegen. Darlber wurden zwei weitere Whatman-Papiere und mehrere Lagen
Zellulosetticher gestapelt, um Sog durch Kapillarkraft zu erméglichen. Das Gel wurde mit
Plastikstreifen soweit unterlegt und abgegrenzt, dall der Transport des Mediums
ausschliel’lich durch das Gel hindurch erfolgen konnte. Die Konstruktion wurde oben mit ca.
500 g beschwert, um eine gute Auflage der Kontaktflachen zu gewahrleisten. Die Blotdauer
war mit ca. 18h deutlich langer, als bei der Vakuummethode. Nach dem Entfernen der
Gelreste sowie Cross-linking der Membran (s.0.) wurde diese trocken zwischen zweli
Whatman-Papieren in Alufolie gehullt und bei —80°C eingefroren.

[11.7 Lumineszenz-Detektion

[11.7.1 Prinzip der Chemolumineszenz-Detektion mit Digoxigenin und Random Priming

Der Nachweis der Digoxigenin-markierten DNA geschah mittels Enzymimmuno-Assay unter
Verwendung des Dig Luminescent Detection Kit (Boehringer Mannheim). Die Dig-Methodik
wurde erstmals 1990 von Holtke et al. etabliert ",

Das Dig-System basiert auf dem Steroid-Hapten Digoxigenin, das sogenannte Aglukon des
Steroids Digoxin, welches in bestimmten Digitalis-Pflanzen vorkommt ®4.  Aglukon
bedeutet, daR die drei Zuckerreste am CH;OH-Ende des Digoxin beim Digoxigenin fehlen.
Durch Koppelung an ein geeignetes Tragermolekil wurden Schaf-Antikorper gegen das
Hapten Digoxigenin hergestelit.

H Digoxigenin

Abbildung 8: Das Digoxigenin-Molekal

Da Digoxigenin ausschliellich in den Digitalis-Pflanzen vorkommt, entstehen weniger
Probleme mit endogenen Hintergrundsignalen als beispielsweise bei Methoden mit Biotin-
Markierung. AuRerdem kann Digoxigenin direkt mit Nukleotiden wie z.B. dUTP gekoppelt
und so durch die Tag-Polymerase bei der PCR in die Genprodukte eingebaut werden (sog.
Random Priming) *+721241,

Beim Random Priming wird Dig-dUTP dem dNTP-Mix in einem Verhéltnis von 1:20 zu
dTTP eingesetzt und dann wahrend der PCR zufallig an Stelle des dTTP in diesem Verhaltnis
eingebaut. Diese Proben konnen nach Gel-Elektrophorese und Southern-Blotting per
Chemolumineszenz-Enzymimmuno-Assay detektiert werden . Der Vorteil dieses
Verfahrens liegt in dem vollstdndigen Verzicht auf Radioaktivitat.
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Die gegen Digoxigenin gerichteten Antikdrper des Nachweissystems sind mit dem Enzym
Alkalische Phosphatase (Anti-Dig-AP) gekoppelt. Durch diese Enzymaktivitat wird das
Substrat CSPD umgesetzt, was in einer Lichtemission resultiert, welche durch Exposition auf
einen Rontgenfilm sichtbar gemacht werden kann.

ntgenfilm

—
%Anti-Dig-AP
?

- CHI -G
-T-G-C-A-T-G-C-
Dig-markierte DNA auf der Nylonmembran

Abbildung 9: Lumineszenz-Detektion

[1.7.11 Arbeitsschritte der Lumineszenz-Detektion

Die vorbereiteten Nylonmembranen wurden zundchst 5 Min. in Washing-Puffer geschwenkt
und dann mind. 60 Min. mit Blocking-Reagenz inkubiert. Anschlielend erfolgte die
Inkubation mit Anti-Dig-AP Ldsung, zum Binden der Antikorper mit dem PCR-Produkt. Im
AnschluB daran folgten vier je 10 mindtige Waschschritte mit Washing-Puffer um die
Membran von ungebundenen Antikérpern zu reinigen. Die Membran wurde dann 5 Min. in
der Pufferlésung fir ,alkalische Bedingungen® auf die Inkubation mit dem Substrat CSPD
vorbereitet. Die Expositionszeit mit CSPD betrug ebenfalls 5 Min. Danach wurde die
Membran um sie feucht zu halten, in Frischhaltefolie verpackt und in einer Filmkassette
befestigt. In der Dunkelkammer wurde die Kassette mit Filmen beladen und nach einer
Belichtungszeit von 5 bis 20 Min. bei 37°C erfolgte die Entwicklung im Fotolabor bzw. eine
Nachbelichtung, sofern notwendig. Die Membranen wurden ggf. trocken bei 4°C gelagert.

1.8 Datenverarbeitung und statistische Analyse

Die entwickelten Rontgenfilme wurden am PC eingescannt und ggf. optisch nachbearbeitet.
Mit dem Programm One-D-Scan (Scanalytics, Version 1.2), wurde die Auswertung der
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Banden durch Berechnung des Integrals der optischen Dichte der Banden [IntOD]
vorgenommen. Die Division der IntOD des Zielgens (ECE-1, ET-1, ETAR, ETBR) durch
den Wert fir GAPDH ergab die relative Expression. Zur Darstellung der MelRwerte wurde
MS Excel, Version 8.0, eingesetzt.

Die statistische Analyse wurde mit Unterstitzung von Dr. rer. nat. Reinhardt Willers
(Universitatsrechenzentrum, Heinrich-Heine-Universitat) durchgefuhrt. Dazu wurde das
Statistikprogramm SAS, Version 10.0, verwendet. Um die Daten auszuwerten war es
notwendig, das klassische 2-faktorielle Verfahren ANOVA (Analysis of Variance =
Varianzanalyse) zu modifizieren und um einen dritten Faktor zu erganzen. Im klassischen
Verfahren wird auf zwei Haupteffekte getestet:

1. ,Zeit“: Andert sich gemittelt iiber die Behandlungen der Wert mit der Zeit?
2. ,,Behandlung®: Gibt es im Mittel Uber die Zeiten einen Unterschied zwischen den
Behandlungen?

Zusétzlich wird die Wechselwirkung zwischen ,,Zeit“ und ,,Behandlung gepruft“: Ist der
Abstand zwischen den Behandlungen bei allen Zeiten gleich?  Gibt es signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungen?

»-Behandlung® steht hier konkret fur das erfolgte bzw. nicht erfolgte Ligieren des linken
Ureters. Wenn nun alle Nieren unabhangig voneinander auf die ,,Behandlung“ reagieren
wirden, kdnnte man es dabei belassen und das 2-faktorielle ANOVA-Verfahren verwenden.
In der vorliegenden Untersuchung mufite dieses Modell um den Faktor ,,Versuchstier*
erweitert werden, um die linke und rechte Niere desselben Versuchstieres voneinander zu
trennen. Dies ware normalerweise zu vernachlassigen, wenn der Faktor ,,Behandlung“ bei
allen Tieren auf die gleiche Weise beobachtet worden ware. Eine Behandlung fand nur bei
den operierten Tieren statt, nicht bei den Scheinoperierten. Da jedoch bei der Kontrollgruppe
zwangslaufig dieser Faktor fehlt und zudem manche Proben mehrfach gemessen wurden, ist
dies nicht zul&ssig.

Im Anhang sind die Ergebnisse der Schatzungen auf Signifikanz fur jede Gruppe nach
Faktoren geordnet aufgefiinrt. Die dort angegebenen p-Werte mussen jeweils durch den
Faktor 10 geteilt werden, da 10 Tests durchgefuhrt wurden. Dies nennt man Bonferroni-
Adjustierung.  Ein signifikantes Ergebnis liegt bei einem p-Wert von maximal 0,5%
(P<0.005) vor. Die Fehlerbalken in den Abbildungen stellen die Standardabweichung der
Einzelwerte vom statistischen Mittelwert dar und zeigen somit die ,,Streuung® der MelRwerte
an.

1.9 Isolierung von DNA-Fragmenten

Zur Herstellung von DNA-Sonden fur die radioaktive Hybridisierung der Northern Blots
wurde das QIA-Quick PCR Purification Kit (Qiagen) verwendet. Dabei wurden die PCR-
Fragmente direkt aus den Reaktionsgefdlen isoliert. Angaben zu PCR-Produkten und
Primern finden sich in Abschnitt 1X.4., PCR-Ablauf s. Abschnitt I11.5.111. Das Prinzip besteht
darin, daB die in Gelen oder Reaktionsgefalen enthaltene DNA an einer speziellen
Siliziumgel-Membran adsorbiert und von den anderen Reaktionsbestandteilen wie Primer,
Gelreste, Enzyme und Mineraldl befreit werden. Nach dem Ausfallen der DNA wurden die
Proben in Aqua dest. Aufgenommen. Es wurde hierzu streng nach dem Protokoll des
Herstellers verfahren !,
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GAPDH ECE-1 ET-1 100bp

Kathode

Abbildung 10: Gel mit PCR-Proben fir DNA-Sonden
[11.20 Hybridisierung radioaktiver Sonden an membrangebundene RNA

Die Herstellung der radioaktiv markierten Sonden, die Hybridisierung dieser mit den
Northern Blots sowie die Detektion auf Rontgenfilm wurde freundlicherweise von Frau Dr.
rer. nat. Ute Brosius (Arbeitsgruppe Fr. Prof. Gartner, Kinderklinik, Heinrich-Heine-
Universitat) vorgenommen.

[11.20.1 Endmarkierung von Oligonukleotiden

Die radioaktive 5’-Endmarkierung der Oligonukleotide wurde nach Maniatis et al. mittels T4-
Polynukleotidkinase vorgenommen (Ansatz s. Abschnitt 11.3).

Die Losung wurde zundchst 45 Min. bei 37°C und dann kurz in 0,5 M EDTA, pH 8,0
inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz tiber eine NAP-50 Sdule gereinigt.

[11.10.1I Reinigung der radioaktiven Sonden

Die Trennung der radioaktiven Sonden von Nukleotiden und niedermolekularen Substanzen
erfolgte durch Gelfiltration tber eine Sephadex G-50 Medium S&ule. Es wurde eine 1 ml
Spritze mit etwas Glaswolle gefillt und das in TX-Puffer geloste Sephadex G-50 Material
hineingefillt. AnschlieBend wurde 2 Min. bei 800 g zentrifugiert und das Eluat verworfen.
Die fertigen Sdulen wurden in ein Reaktionsgefdl} gegeben und in ein 15 ml Falcon-Gefal}
gestellt. Dem Markierungsansatz (50 wl) wurden 50 ul Aqua dest. zugefligt, der Ansatz auf
die Saule aufgetragen und nochmals 2 Min. bei 800 g zentrifugiert. Das radioaktive Eluat
enthielt nun die markierten Fragmente, wéhrend Primer und Nukleotide in der Sé&ule
verblieben.
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Die Oligonukleotide wurden mittels NAP50-Sdulen (Pharmacia) aufgereingt, indem diese
zweimal mit Aqua dest. gespult, dem 50 ul Reaktionsansatz 450 ul Aqua dest. zugegeben und
der gesamte Ansatz in die Sdule gegeben wurde. Das radioaktiv markierte DNA-Fragment
wurde dann mit 1 ml Aqua dest. in ein Schraubdeckelreaktionsgefal gegeben.

[11.10.1V Hybridisierung der radioaktiven Sonden an membrangebundene RNA

Die Membran mit der gebundenen RNA wurde 10 Min. in 2x SSC-L6sung gelegt und die
Hybridisierungstubes mit 2x SSC-Lésung gefullt. Nach Entfernung von Luftblasen wurden
die Filter 2 Std. mit 12 ml Hybridisierungslésung | bei 60°C im Rollerofen inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen an der Membran abzuséttigen. Die radioaktiv markierte
Lachsspermien-DNA (10 mg/ml) wurde durch Ultraschall abgeschert, 5 Min. durch Kochen
denaturiert und dann auf Eis abgekihlt. Der benutzte Hybridisierungspuffer wurde
verworfen. In die Hybridisierungstubes wurde 15 ul frischer Hybridisierungspuffer
zusammen mit der radioaktiv markierten Probe gegeben.

Die Hybridisierung erfolgte Uber Nacht bei 60°C im Rollerofen. Nach Beendigung der
Hybridisierung wurde die Membran 10 Min. mit 2x SSC bei Raumtemperatur und
anschliefend bei 60°C gereinigt.  Anschlieend wurde die Membran 10 Min. mit
Waschlosung 11 gereinigt. Die Membran wurde luftgetrocknet, in Folie gelegt und in einer
Rontgenkassette verpackt. Die Detektion erfolgte durch Exposition auf Rontgenfilm. Die
Filme wurden einige Minuten bis wenige Tage bei —70°C exponiert, entwickelt und
anschlielend mit OneDScan-Software ausgewertet.
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IV. Ergebnisse

V.1 Methodik

IV.1.1 Polymerase-Kettenreaktion

Obwohl die PCR unter standardisierten Bedingungen erfolgte, war es erforderlich, fir jedes
Primerpaar das Temperaturoptimum experimentell zu bestimmen. Dies war eine
Voraussetzung fir die weitere Feinabstimmung der Duplex-PCR und Lumineszenz-Detektion.
Diese Methodik ist ein wesentlich sensitiveres Verfahren als der Nachweis von PCR-
Produkten mit Ethidium-Bromid-Farbung . Die Lumineszenz-Methode mit Digoxigenin
erlaubt die Detektion von nur 0,1 pg homologer DNA ohne relevanten Hintergrund 4. Je
sensitiver ein solches Verfahren ist, desto eher kodnnen jedoch auch unspezifische
Nebenprodukte das Ergebnis Gberlagern, da auch zunehmend schwéacher amplifizierte
Fragmente dargestellt werden.

Optimierung der Reaktionsbedingungen

Nachdem als Ausgangspunkt fir die Bestimmung der Annealing-Temperaturen zunéchst die
mit Gleichung 2, Seite 35 ermittelten Werte eingesetzt wurden, konnten die PCR-Reaktionen
experimentell optimiert werden. In Tabelle 6 sind die empirisch ermittelten Annealing-
Temperaturen fir die jeweiligen Primerpaare angegeben.

Primer Annealing-Temperatur
GAPDH 60°C
ECE-1 65°C
ET-1 60°C
ETAR 65°C
ETBR 60°C

Tabelle 6: Annealing-Temperaturen
PCR mit cDNA und Ethidiumbromid Nachweis

Um einen Mehraufwand an Zeit, Material und Kosten zu vermeiden, die ohne die Kontrollen
erst am Ende der Lumineszenz-Detektion nach Durchfuhrung der Duplex-PCR hétten
entdeckt werden koénnen, wurde die cDNA-Synthese durch RT-PCR und Agarose
Gelelektrophorese mit Nachweis der PCR-Produkte durch Ethidium-Bromid-Férbung
kontrolliert. Die Kontrolle der cDNA ist auch notwendig, um einen Rickschlu3 auf die
RNA-Konzentration zu erlauben. Die empirisch ermittelten Reaktionsbedingungen sind in
Abbildung 11 dargestellt:
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1. Denaturieren: 96 °C / 5min._

2. Annealing: 60 °C |5

3. Extension: 72 °C [/ 1'30"_

4. Denaturieren: 96 °C [ 45"

5. Annealing: 60 °C [ 45" 32 Zyklen
6. Extension: 12 °c /1

7. Extension: 72 °cC 17

8. Pause: 4 °C / 48h

= insgesamt 33 Zyklen

Abbildung 11: Reaktionsbedingungen fiir cDNA-Synthese

Die PCR-Ergebnisse wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese und Ethidiumbromid-
Farbung ausgewertet (s. Abbildung 12, Laufrichtung immer von Kathode (oben) nach Anode
(unten), Langenstandard: 100 bp ladder, GAPDH bei 308 bp sichtbar).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
LST GroRe

ek e SN D S0 S0 B0 TS S S e oo S e GAPDH . ESE

200 bp

100 bp

Abbildung 12: cDNA-Synthese, RT-PCR und Ethidiumbromid Nachweis
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IV.1.1l Semiquantitative Duplex-PCR

Anzahl der Zyklen:
3 2 8 4 5 8 1,2: ETBR 20x
ETBR . GAPDH 13x
- o= -- 3,4: ETBR 20x
o GAPDH 14x
5,6: ETBR 20x
, GAPDH 15x
— W
GAPDH - Identische Proben:
1,3,5: Probe A
2.4.6: Probe B

Abbildung 13: Optimieren der Zyklenzahl

Wie bereits in Abschnitt 111.5.111 (s. Abbildung 7, Seite 27) erl&utert, ist es nur in der linearen
Phase der RT-PCR madglich, eine semiquantitative Aussage zu treffen, da hier die mel3bare
Fluoreszenz mit dem Expressionsniveau korreliert.  Bei den in dieser Untersuchung
etablierten Duplex-PCR-Systemen wurde GAPDH als Housekeeping-Gen mit Genen aus der
Endothelinfamilie verglichen. Die Schwierigkeit lag darin, daB GAPDH wesentlich starker
exprimiert wird, als die Gene der Endothelinfamilie. Wirde man beide Fragmente bei
gleicher Zyklenzahl in einer Duplex-PCR amplifizieren, so wére die Amplifikationsreaktion
fir GAPDH bereits in der Plateauphase, wéhrend sich das andere Fragment noch unterhalb
oder am Rande der Nachweisgrenze befdnde. Aus diesem Grund war es notwendig, die
Kopienzahl des schwacher exprimierten Fragments mittels Voramplifikation anzuheben,
damit beide Fragmente im linearen Bereich vorliegen.

Als Beispiel fur die empfindliche Balance der Zyklenzahl, die es bei der Voramplifikation
auszutarieren galt, sind in Abbildung 13 (Seite 36) die Veranderungen, die bei der Variation
um nur einen Voramplifikations-Zyklus entstehen, gezeigt. Man sieht, dal die Intensitat der
unten abgebildeten Banden (GAPDH) von links nach rechts im Verhaltnis zu den oben
abgebildeten Banden (ETBR) mit Abnahme der Voramplifikations-Zyklen von ETBR
zunimmt. Die hier ermittelte Anzahl von fiinf Zyklen wurde fir alle weiteren Experimente
mit ETBR zur Voramplifikation verwendet.

Ermitteln der Primerkonzentrationen und Annealingtemperaturen

Auch bei der Multiplex-PCR bestimmen die Primereigenschaften und —konzentrationen sowie
die Annealing-Temperatur wesentlich die Reaktion ™. Die Primerlange sollte 18-24 bp
betragen und der G C-Gehalt zwischen 35% und 60% liegen, um eine Annealing-Temperatur
um 58°C zu erhaltén und zu erreichen, daB die Schmelzpunkte der Primer beider Templates
mbglich[g'g]nah beieinander liegen. Als Ausgangswert sind dquimolare Primer-Konzentrationen
gunstig *".

In allen Duplex-Systemen konnte die gleiche Primerkonzentration von 25 pM verwendet
werden. Eine Verénderung der Konzentrationen ergab keine Verbesserung hinsichtlich der
Amplifikation: Eine erhohte Spezifitdt hatte sich in der Verminderung des Auftretens
unspezifischer Banden, eine erhohte Sensitivitdt in einer verbesserten Detektion der
jeweiligen Bande gezeigt.
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Das Gleiche traf auch auf die zuvor mittels PCR und Ethidium-Bromid Nachweis ermittelten
Annealingtemperaturen fir die ausgewéhlten Primer zu.

In Abbildung 14 (Seite 37), ist eine solche Versuchsreihe exemplarisch fiir das Duplexsystem
ET-1 und GAPDH dargestellt. Bei den Proben 1 bis 7 handelt es sich um Gewebe der
obstruierten Nieren. Die Obstruktionsdauer ist von links nach rechts zunehmend. Beim
Zielgen ET-1 sind deutliche Expressionsunterschiede vorhanden. Es liegt eine nahezu lineare
Zunahme der Banden von ET-1 mit zunehmender Obstruktionsdauer vor. Zwar kommt es beli
GAPDH zu Schwankungen, diese fallen jedoch im Vergleich mit denjenigen des Zielgens ET-
1 geringer aus. Es treten keine unspezifischen Banden auf und keine Bande ist zu stark
gesattigt, so dal? bei allen Banden eine Analyse der Fluoreszenzdetektion aussagekraftig ist.

1 2 3 4 o 6 7 Obstruktionsdauer:

ET-1 —-——
2:1h
GAPDH - - - 3 oh
4: 6h

5: 12h

Abbildung 14: Expression von ET-1 6: 24h

7: 48 h

Programmschritte der Duplex-PCR

In Abbildung 15 sind die optimierten Protokolle der Duplex-PCR fir ECE-1, ET-1, ETAR
sowie ETBR zusammengefalit.

1. Denaturieren 96°C/ 5

2. Annealing 60°C/ 5'

3. Extension 72°C/ 1'30"

4. Denaturieren 96°C / 45"

5. Annealing 60°C / 45" @ 4 Schleifen 8 Schleifen 9 Schleifen 4 Schleifen
6. Extension 72°C/ 1

7.Pause Zugabe v. 1 yl GAPDH [25pm/yl] in jedes Reaktionsgefar

8. Denaturieren 96°C / 45"

9. Annealing 60°C / 45" Z<>> 12 Schleifen 13 Schleifen 12 Schleifen 14 Schleifen
10. Extension 72°C/ 1

11. Extension 72°C | T

12. Pause 4°C

Zyklen fur Primer A insgesamt: 19 Zyklen 23 Zyklen 24 Zyklen 20 Zyklen
Zyklen fur GAPDH insgesamt: 13 Zyklen 14 Zyklen 13 Zyklen 15 Zyklen

Abbildung 15: Duplex-PCR-Systeme
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Alle vier Protokolle beginnen mit einem ,,Hot Start”, um das Auftreten von unspezifischen
Banden zu vermeiden. In den Schritten 4. bis 6. erfolgt die Voramplifikation der spezifischen
Primer mit jeweils unterschiedlicher Zyklenzahl. Wahrend der Pause in Schritt 7 wird
GAPDH hinzupipettiert.  Dann erfolgen in den Schritten 8 bis 10 die weiteren
Amplifikationszyklen. Bevor die Proben bei 4°C gekuhlt werden, erfolgt in Schritt 11 die
letzte Extensionsphase.

Vergleich der Untersuchungen

In Abbildung 16 sind vier Experimente vergleichend untereinander dargestellt. Die Proben in
den Slots 1 bis 27 sind bis auf wenige Ausnahmen fir alle Experimente dieselben. Es fallt
auf, dal} die Expression des housekeeping-Gens GAPDH nicht gleichmé&lRig ausgepragt ist.
Vielmehr treten in jedem Experiment deutliche Unterschiede in der Intensitat einzelner
Banden auf.

Wenn man allerdings die Experimente untereinander vergleicht, so fallt auf, dalR diese
Unterschiede nicht zuféllig verteilt sind, sondern das gleiche Muster in jeder Reihe
wiederkehrt. Dies l&it sich damit erklaren, dal® fir sémtliche Proben dieser Experimente die
cDNA aus derselben RT-PCR Synthese stammt; die Gesamtmenge an eingesetzter RNA flr
die cDNA-Synthese ist trotz exakten Arbeitens nie vollkommen gleich. Es kodnnen
geringfligige Unterschiede der tatséchlich eingesetzten RNA bei allen vorangehenden
Arbeitsschritten, wie z.B. Photometrie, Verdinnung, Pipettieren, entstehen. Da Primer,
dNTP’s und Tag-Polymerase immer im UberschuR eingesetzt werden, bestimmt der Gehalt an
cDNA in den unterschiedlichen Proben die Menge des Reaktionsproduktes fur das
Housekeeping-Gen, was sich dann entsprechend in der Darstellung der GAPDH-Banden
aullert. D.h. wenn wenig cDNA vorhanden ist, steht dementsprechend wenig Template flr
die Reaktion zur Verfugung, was eine relativ schwache GAPDH-Bande zur Folge hat und
umgekehrt.

Entscheidend ist jedoch, dalR das Verhaltnis innerhalb der Probe zwischen Template A und
Template B nicht verschoben ist und so die Aussagekraft als semiquantitative
Untersuchungsmethode nicht beeinflult wird.  Vielmehr verdeutlicht dies die hohe
Sensitivitat der Methodik.
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Abbildung 16: Foto von ECE-1, ET-1, ETAR und ETBR

Slots 1 — 27: Proben aus den unterschiedlichen Experimenten
Slot 28: Nullprobe
Slot 29: Dig-Lé&ngenstandard VI

Eine Legende der genauen Probenbezeichnungen der Slots 1 bis 27 findet sich in Tabelle 13
(Seite 84) im Anhang.

IV.2 Expression von Faktoren des Endothelinsystems

Es wurde die Expression von vier Faktoren des Endothelinsystems bestimmt; Endothelin-1
(ET-1), Endothelin-Converting-Enzyme (ECE-1), Endothelin A-Rezeptor (ETAR) sowie
Endothelin B-Rezeptor (ETBR). Dafiir wurden 38 maéannliche Sprague-Dawley-Ratten,
entsprechend 76 Nieren, in zehn Gruppen eingeteilt und nach genau definierten
Zeitintervallen vom Zeitpunkt Null bis zu 30 Tagen operiert (s. Tabelle 3, Seite 20), so dal}
insgesamt 304 Einzelwerte untersucht wurden. Es wurde jeweils der linke Harnleiter wéhrend
einer Atherkurznarkose mit einem Seidenfaden ligiert. Damit entspricht das gewéhlte Modell
am ehesten der Kklinischen Situation eines vollstdndigen akuten Verschlusses wie es z.B. bei
Urolithiasis vorkommen kann. In jeder Gruppe wurde ein Tier als Kontrolle scheinoperiert,
um durch den Operationsstre bedingte Expressionsverdnderungen der Endotheline zu
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berucksichtigen. Anschlieend wurden die Tiere geopfert und die Nieren entnommen. Nach
Abpraparieren des Nierenbeckens wurden die Nieren in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Aus dem gewonnenen Material wurde die RNA mit der Trizol-Methode extrahiert und
anschlielend mittels Reverser Transkription cDNA hergestellt, womit die PCR- und Duplex-
PCR-Versuche durchgefiihrt wurden.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Datenanalyse der untersuchten Faktoren
beschrieben. In Abbildung 17 fur ECE-1, Abbildung 19 fur ET-1, Abbildung 21 fir ETAR
sowie Abbildung 24 fiir ETBR ist die zeitliche Kinetik der Expression aller Einzelwerte mit
Fehlerbalken aufgetragen.

In Abbildung 18, Abbildung 20, Abbildung 22 sowie Abbildung 23 ist das Verhéltnis der
Mittelwerte der Expression zwischen obstruierter und nicht obstruierter Niere in S&ulenform
dargestellt.

Die Tabellen mit den Schéatzungen der P-Werte finden sich im Anhang, Abschnitt 1X.5. (Seite
82).

I\V.2.1 Endothelin-Converting-Enzyme

ECE-1 gilt als das Schrittmacherenzym der Endothelin-1 (ET-1)-Synthese ™%.  Der
Expressionsverlauf ist in Abbildung 17 dargestellt.

Expression von ECE-1: Zeitliche Kinetik

25.00

20.00

15.00

10.00 & nicht-obstruiert

Eobstruiert

O scheinoperiert

ECE-1/ GAPDH [IntOD / IntOD]

5.00

/ scheinoperiert

obstruiert

Obstruktionsdauer (Gruppen A-H) 4d

30d

Abbildung 17: Zeitliche Kinetik der Expression von ECE-1
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Expressionsverlauf von ECE-1 in der Frihphase:

Ein Anstieg der Expression von ECE-1 der Nieren mit obstruiertem Harnleiter konnte in der
Fruhphase der UUO zwar statistisch nicht bestatigt werden, jedoch deutet der Kurvenverlauf
zumindest darauf hin. So sind die Werte nach einer Obstruktionsdauer von 30 Min., 1 Std.
und 2 Std. erhoht. Ebenfalls nicht signifikant ist das Verhéltnis der Expression von ECE-1
zwischen obstruierter und nicht obstruierter Niere nach 30 Min. um das zweifache und nach 2
Std. Obstruktionsdauer um das 2,1-fache erhéht (s. Abbildung 18). Dies laRt zumindest die
Vermutung zu, daB die Expression von ECE-1 in den Nieren mit obstruiertem Harnleiter auch
in der Friihphase ansteigen konnte.

Der Expressionsverlauf der Nieren mit nicht obstruiertem Harnleiter wies keine statistisch

signifikanten Schwankungen auf. Es fielen lediglich leicht erhohte Werte nach einer Stunde
Obstruktionsdauer auf.

ECE-1: Verhéltnis der Expression von obstruierter zu nicht-obstruierter Niere

ECE-1/ GAPDH [IntOD / IntOD]

Obstruktionsdauer (Gruppen A-H)

Abbildung 18: Verhaltnis der Expression von ECE-1 zwischen obstruierter und nicht-
obstruierter Niere

Expressionsverlauf von ECE-1 in der Spatphase:

Es konnte gezeigt werden, dal} die Expression von ECE-1 in der Spatphase der UUO (4 Tage
Obstruktiondsauer: p=0,002; 30 Tage Obstruktionsdauer: p=0,001) in den Nieren mit
obstruiertem Harnleiter signifikant erhoht ist (s. Abbildung 17).

Das Verhaltnis zwischen der ECE-1-Expression von obstruierter zu nicht obstruierter Niere ist
in den letzten beiden Gruppen nach einer Obstruktionsdauer von 4 Tagen um das siebenfache,
bzw. 30 Tagen um das 13-fache signifikant erhoht (s. Abbildung 18).
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Der Expressionsverlauf von ECE-1 der Nieren der scheinoperierten Tiere stellt sich Uber die
Zeit betrachtet als konstant dar. Es sind keine statistisch signifikanten Ausschldge zu
beobachten. Die Expression in der Frihphase, nach einer Obstruktionsdauer von 0, 30 und 60
Min., ist geringfugig hoher, als die Expression der tibrigen Nieren der scheinoperierten Tiere
in der Spatphase.

IV.2.1l Endothelin-1

Der Expressionsverlauf von ET-1 ist in Abbildung 19 dargestelt.

Expression von ET-1: Zeitliche Kinetik

[ nicht-obstruiert
Eobstruiert

O scheinoperiert

ET-1/ GAPDH [IntOD / IntOD]

7" scheinoperiert

/ obstruiert

¥ nicht-obstruiert
1d 2d — /

Obstruktionsdauer (Gruppen A-H) 4d

30d

Abbildung 19: Zeitliche Kinetik der Expression von ET-1

Expressionsverlauf von ET-1 in der Frihphase:

Es zeigte sich in der Friihphase der UUO ein erster Anstieg der Expression von ET-1 in der
Niere mit obstruiertem Harnleiter, nicht jedoch in der Kontralateralen. Ein Anstieg nach 2
Std. Obstruktionsdauer (p=0,065) ist zwar zu vermuten, konnte jedoch in der statistischen
Auswertung nicht verifiziert werden.

Im Verhaltnis zwischen der Expression von ET-1 von obstruierter zu nicht obstruierter Niere
ist der Gipfel nach 2 Stunden gut sichtbar, wobei ein kontinuierlicher Anstieg der Expression
von 0 bis 2 Std. erfolgt. Das Verhaltnis der Expression von ET-1 von obstruierter zu nicht
obstruierter Niere geht dann ab der 6. Std. wieder deutlich zurtck.

Der Expressionsverlauf von ET-1 der Nieren mit nicht obstruiertem Harnleiter wies keine
statistisch signifikanten Schwankungen auf.
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ET-1: Verhdltnis der Expression von obstruierter zu nicht-obstruierter Niere
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Abbildung 20: Verhéltnis der Expression von ET-1 zwischen obstruierter und nicht-
obstruierter Niere

Expressionsverlauf von ET-1 in der Spatphase:

Die Expression von ET-1 der Nieren mit obstruiertem Harnleiter in der Spatphase der UUO (2
Tage Obstruktionsdauer: p=0,002; 4 Tage Obstruktionsdauer: p=0,049; 30 Tage
Obstruktionsdauer: p=0,003) war signifikant erhoht. Es l&Rt sich ein Expressionsanstieg von
ET-1 mit zunehmender Obstruktionsdauer beobachten; 30 Tage nach Obstruktion scheint die
ET-1-Expression allerdings wieder gering ricklaufig..

Auch der Vergleich der Expression von ET-1 zwischen obstruierten und nicht obstruierten
Nieren bestétigt die Beobachtungen; das Verhéltnis ist bei einer Obstruktionsdauer von 2, 4
und 30 Tagen deutlich erhoht (s. Abbildung 20).

Der Expressionsverlauf von ET-1 der Nieren mit nicht obstruiertem Harnleiter wies dagegen
keine statistisch signifikanten Schwankungen auf.

Die Melwerte der scheinoperierten Tiere sind in Fruh- und Spatphase der UUO konstant;
auch hier ergeben sich keine statistisch signifikanten Auffalligkeiten.

IV.2.11l Endothelin A-Rezeptor

Der Expressionsverlauf von ETAR ist in Abbildung 21 dargestellt.
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Expression von ETAR: Zeitliche Kinetik
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Abbildung 21: Zeitliche Kinetik der Expression von ETAR

Expressionsverlauf von ETAR in der Frihphase:

Bei der statistischen Analyse der Kurvenverldufe fur den A-Rezeptor konnte bei der
Expression der Nieren mit obstruiertem Harnleiter in der Frihphase eine signifikante
Erhohung fir die Obstruktionsdauer von 30 Min. (p=0,0032) ermittelt werden. Weiterhin laft
sich bei Obstruktionsdauern von 30 Min., 1 und 2 Std. ein Anstieg aller drei Kurven erkennen
(s. Abbildung 21), es handelt sich dabei jedoch um kein statistisch signifikantes Ereignis.
Nach 30 Min. Obstruktionsdauer fallt in Abbildung 22 ein Gipfel im Verhaltnis der
Expression von ETAR zwischen den obstruierten Nieren und den scheinoperierten Kontrollen
auf, bei dem dieses auf mehr als das 15-fache ansteigt. Es handelt sich dabei wahrscheinlich
um einen Artefakt. Dies erscheint zwar zundchst ungewohnlich, kann jedoch durch die
extrem niedrigen Mel3werte der nicht obstruierten Nieren, nahe der Nullinie, erkléart werden,
da bei der Division durch so kleine Zahlen rasch sehr hohe Werte erreicht werden. Auferdem
steigt die Expression der scheinoperierten Tiere sogar noch stérker an, als die der obstruierten
Nieren.

Der Expressionsverlauf von ETAR der Nieren mit nicht obstruiertem Harnleiter wies keine
statistisch signifikanten Schwankungen auf.

Expressionsverlauf von ETAR in der Spatphase:

Es konnte ein signifikantes Resultat fiir die Obstruktionsdauer von 30 Tagen (p<0,001) bei
der Expression von ETAR der Nieren mit obstruiertem Harnleiter gezeigt werden. AuflRerdem
ist zu beobachten, dall das Verhaltnis zwischen den obstruierten Nieren und den
scheinoperierten Kontrollen ab 12 Stunden Obstruktionsdauer kontinuierlich auf mehr als das
6,5-fache ansteigt (s. Abbildung 22) .
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ETAR: Verhdltnis der Expression von obstruierter zu nicht-obstruierter Niere
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Abbildung 22: Verhaltnis der Expression von ETAR zwischen obstruierter und nicht-
obstruierter Niere

Fur die Fruhphase gilt: Es 188t sich, bei Obstruktionsdauern von 30 Min., 1 und 2 Std. in
Abbildung 21 ein Anstieg aller drei Kurven erkennen. Nach dieser Zeit sinken die Werte der
Expression von ETAR wieder ab, jedoch mit Ausnahme der Kurve der obstruierten Nieren.
Diese steigt nach 12 Stunden wieder an und setzt diesen Trend kontinuierlich bis zur
Obstruktionsdauer von 30 Tagen fort.

Dieser Anstieg der Expression von ETAR in der Spatphase ist ebenfalls in der Kurve der
scheinoperierten Tiere, wenn auch in abgeschwdachter Form, zu beobachten. Trotzdem
untermauert die Betrachtung des Verhaltnisses der Expression von ETAR zwischen den
obstruierten Nieren und den scheinoperierten Kontrollen diese Beobachtung, denn auch hier
steigt das Verhéltnis ab 12 Stunden Obstruktionsdauer kontinuierlich auf mehr als das 6,5-
fache an.

Der Expressionsverlauf der Nieren mit nicht obstruiertem Harnleiter wies keine statistisch
signifikanten Schwankungen auf.

IV.2. IV Endothelin B-Rezeptor

Im gesamten Zeitraum war die Expression von Endothelin B-Rezeptor (ETBR) konstant und
unterlag, verglichen mit den tbrigen untersuchten Faktoren, den geringsten Schwankungen.
Es traten keine signifikanten Veranderungen der Expression von ETBR auf.
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Expressionsverlauf von ETBR in der Frihphase:

Nach 2 Std. und 6 Std. Obstruktionsdauer fallt das bis auf mehr als das 3-fache erhohte
Verhaltnis der Expression von ETBR zwischen obstruierter Niere und der Kontrolle auf (s.

Abbildung 23).

ETBR: Verhdltnis der Expression von obstruierter zu nicht-obstruierter Niere
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Abbildung 23: Verhaltnis der Expression von ETBR zwischen obstruierter und nicht-
obstruierter Niere

Es konnte jedoch weder ein signifikantes Resultat bei der Endothelin-B-Rezeptor-Expression
der Nieren mit obstruiertem Harnleiter, noch bei der Expression des ETBR der Nieren ohne
obstruierten Harnleiter gezeigt werden. Der Expressionsverlauf ist in Abbildung 24

dargestellt.
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Expression von ETBR: Zeitliche Kinetik
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Abbildung 24: Zeitliche Kinetik der Expression von ETBR

Expressionsverlauf von ETBR in der Spatphase:

Bei der Betrachtung des Verhéltnisses der Expression von ETBR zwischen den obstruierten
Nieren und den scheinoperierten Kontrollen ist ein Einschnitt zum Zeitpunkt 12 Std.
Obstruktionsdauer sowie ein erneuter moderater Anstieg in den darauf folgenden Gruppen gut
dargestellt (s. Abbildung 23).

Die Melwerte weisen insgesamt trotz scheinbar hoher Variabilitdt die geringste
Schwankungsbreite auf (sie liegen zwischen 0 und 2), weshalb der Verlauf aller drei Kurven
insgesamt als konstant zu bezeichnen ist. Trotzdem sieht man in Abbildung 24, wie ein
gewisser Anstieg zwischen der Obstruktionsdauer von 0 und 30 Min. erfolgt und es laRt sich
ebenfalls ein Einschnitt nach 12 Stunden beobachten. In dieser Gruppe fallen die Werte aller
drei Kurven erneut in den Ausgangsbereich zuriick, um dann im weiteren Verlauf wieder
anzusteigen.

Bei dem Expressionsverlauf der Nieren der scheinoperierten Tiere ergaben sich in keiner
Gruppe statistisch signifikante Besonderheiten.

V.3 Northern Blot

Zur Validierung der RT-PCR wurde die Northern Blot Technik verwendet. Dazu wurden
Sonden fiir GAPDH (2039bp fur mRNA), ET-1 (1385 bp) sowie ECE-1 (385 bp) wie oben
beschrieben (Seite 32), hergestellt. Es wurden insgesamt 21 Proben analysiert; diese wurden
in drei Gruppen unterteilt: je sieben Proben von obstruierten Nieren, von nicht obstruierten
Nieren sowie von scheinoperierten Kontrollen. Die Obstruktionszeiten jeweils einer Probe
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aus diesen drei Gruppen waren 0 Min., 2 Std., 12 Std., 1 Tag, 2 Tage, 4 Tage und 30 Tage.
Der Nachweis erfolgte wie oben (Abschnitt 111.10.1V, Seite 46) beschrieben durch radioaktive
Detektion.

Abbildung 25: Northern Blot mit ET-1 und GAPDH

Obstruktionszeit Obstruiert Nicht Obstruiert Scheinoperiert
0 Min. 1 8 15
2 Std. 2 9 16
12 Std. 3 10 17
1 Tag 4 11 18
2 Tage 5 12 19
4 Tage 6 13 20
30 Tage 7 14 21

Tabelle 7: Probennummern des Northern Blot

In Abbildung 25 ist das Foto der radioaktiven Detektion auf Réntgenfilm des Northern Blots
zu sehen, mit Tabelle 7 als Legende fir die eingesetzten Proben.
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ET-1 Expression Northern Blot
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Abbildung 26: ET-1 Expression Northern Blot

Die Ergebnisse des Northern Blots stimmen mit denen der RT-PCR uberein. Abbildung 26
zeigt das Expressionsniveau fur ET-1. In der Spatphase der Obstruktion ist das
Expressionsniveau von ET-1 der obstruierten Nieren nach 4 Tagen Obstruktionsdauer um das
4,6-fache und nach 30 Tagen um das 6,6-fache erhoht.

Das Expressionsniveau der nicht obstruierten Nieren sowie der scheinoperierten Tiere ist
konstant.

Dieses Ergebnis bestétigt die vorangegangenen Untersuchungen qualitativ, obwohl quantitativ
geringe Unterschiede vorhanden sind.

In der Frihphase der Obstruktion féllt ein Anstieg um das 4,2-fache im Expressionsniveau der
nicht obstruierten Nieren bei 0 Min. Obstruktionsdauer auf. Es handelt sich dabei jedoch nur
um den Wert eines einzelnen Tieres und wirde bei der Messung mehrerer Tiere
wahrscheinlich herausgemittelt werden.

49



V. Diskussion

V. Diskussion

Die unilaterale ureterale Obstruktion (UUQ) ist ein h&ufiges klinisches Problem. Es ist
bekannt, daB UUO aufgrund von Ischdmie zu einem verminderten renalen BlutfluR und
Gewebeuntergang in der obstruierten Niere fihrt. Dieser Zustand wird durch erhéhte
Perfusion sowie trophische Veranderungen in der kontralateralen Niere teilweise kompensiert.
Bei diesen Verdnderungen spielen die Effekte vaskuldrer Mediatoren eine zentrale Rolle.
[\6/6c])n diesen Botenstoffen wiederum ist Endothelin der potenteste bekannte Vasokonstriktor
Es ist wenig Uber die Rolle des Endothelinsystems bekannt, obwohl Faktoren des
Endothelinsystems auf molekularer Ebene an der UUO beteiligt sein kdnnten. Deshalb wurde
in der vorliegenden Arbeit die Expression von verschiedenen Faktoren des Endothelinsystems
bei UUO im Rattenmodell untersucht:

Die zentralen Akteure des Endothelinsystems sind Endothelin-Converting-Enzyme (ECE-1),
Endothelin-1 (ET-1), Endothelin A-Rezeptor (ETAR) sowie Endothelin B-Rezeptor (ETBR).
ECE-1 ist das Schrittmacherenzym bei der Synthese von ET-1 durch Spaltung von Big ET-1
(1501 \/on den drei beim Menschen bekannten Vertretern der Endothelin-Peptidhormone ist
ET-1 der starkste bekannte Vasokonstriktor ™! und wird in der Niere exprimiert M. ET-1
bindet sowohl an den A-Rezeptor, als auch an den B-Rezeptor, wobei es entweder zur
Vasokonstriktion oder zur Vasodilatation kommen kann. Die Vasodilatation wird durch
Synthese von NO iiber den B-Rezeptor vermittelt . Die Vasokonstriktion kann sowohl
durch ETAR als auch durch ETBR vermittelt werden %!  Die ETAR-vermittelte
Vasokonstriktion gilt als klassischer Effekt von ET-1, weil dartber der physiologisch
meRbare Haupteffekt vermittelt wird %,

Aufgrund dieser Eigenschaften wurden die genannten Faktoren fur die Untersuchungen
ausgewdhlt. Es existieren zwar weitere Faktoren des Endothelinsystems, wie z.B. Endothelin-
2 und Endothelin-3, bei denen jedoch bislang nur deutlich geringer ausgepragte
physiologische Effekte sowohl im kardiovaskuldren System, als auch bei der renalen
Homdostase beobachtet wurden.

Es war das Ziel dieser Arbeit, eine zeitliche Kinetik dieser vier Faktoren (iber die beobachtete
Obstruktionsdauer von 30 Tagen zu analysieren, um so weitere Einblicke in das biphasische
Modell der UUO ¥**! und die Rolle der Endotheline gewinnen zu kénnen. Eine Beteiligung
des Endothelinsystems an der Entwicklung bzw. dem Unterhalten renoparenchymatdser
Erkrankungen mit ischamischer pathophysiologischer Komponente wird vermutet 1521,

Die Diskussion gliedert sich in zwei Teile; der methodische Teil umfalit die Etablierung der

Nachweissysteme, wobei naher auf die methodischen Aspekte des Nachweisverfahrens
eingegangen wird. Im zweiten Teil wird die Rolle der Endotheline bei UUO diskutiert.

V.1 Methodischer Teil

V.1.l Polymerase-Kettenreaktion

EinfluRBgrofRRen der Multiplex-PCR [31,67.143)
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Fur jeden der untersuchten Faktoren mufite ein eigenes Duplex-PCR System gefunden
werden, da schon kleine Veranderungen der beteiligten Reaktionsprodukte das Ergebnis der
Amplifikation entscheidend verandern kénnen 7171181 Dazu zahlen in erster Linie:

1. Eigenschaften der PCR-Programmschritte:
a. Zyklen-Anzahl
b. Annealingtemperatur und Dauer
c. Variation des 1. Denaturierens und der letzten Extension
d. Extensionstemperatur und Dauer
Primer-Eigenschaften
Primer-Konzentrationen
Hot-Start der PCR
Pufferkonzentration
Zugabe von Adjuvantien (z.B. DMSO, Formamid)

O OE W

Um die genannten Punkte untereinander abzustimmen und reproduzierbare Systeme zu
etablieren, waren zahlreiche Versuche notwendig. Henegariu et al. ! haben 1997 dazu ein
Step-by-Step Protokoll entwickelt, welches insbesondere zu Beginn der Experimente hilfreich
ist, Fehlerquellen zu eliminieren und Versuchsbedingungen zu optimieren. Eine
systematische Vorgehensweise zur Fehleranalyse war fur diese Arbeit von entscheidender
Bedeutung, da ein GroBteil des experimentellen Arbeitsaufwandes auf das Etablieren der
verschiedenen Duplex-PCR-Systeme entfiel. Es soll nun kurz auf die praktische Bedeutung
der genannten Punkte eingegangen werden.

1. Fehlerquellen bei der cDNA-Synthese

In Abbildung 27 ist der Ethidium-Bromid Nachweis einer der ersten PCR-Experimente zur
Kontrolle der cDNA-Synthese dargestellt. Bei dem PCR-Produkt handelt es sich um GAPDH
(308 bp), der Langenstandard ist 100 bp ladder (LST).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
LST GrolRe

900 bp

500 bp

100 bp

Abbildung 27: cDNA-Synthese mit Nebenreaktionsprodukten, GAPDH-Primer
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Die Banden stellten sich jedoch nicht an der erwarteten Stelle bei 308 bp dar, sondern im
Bereich von 900-1000 bp. Dabei handelt es sich um Amplifikationsprodukte von DNA.

Um diese Vermutung zu bestétigen, wurde ein Vergleich auf Homologie von Wurmgenom
uber NCBI-Datenbanken vorgenommen, da zu diesem Zeitpunkt noch keine Sequenzdaten
des Rattengenoms vorlagen. Die Untersuchung ergab, daB sich 62 bp downstream des
Antisense Primers ein Intron befindet. Introns sind inaktive Abschnitte des Genoms, welche
nur in DNA vorkommen und bei denen im Unterschied zu Exons keine Translation in RNA
erfolgt.

Bei der RT-PCR geschieht die cDNA-Synthese durch Reverse Transkription der mRNA,
welche ausschlie8lich Exons enthdlt. DNA wird bei der RT nicht amplifiziert, da diese kein
Poly-A aufweist. Eine Poly-A-Sequenz befindet sich am 3"-Ende der mRNA, nicht aber in
genomischer DNA. Diese Sequenz ist jedoch notwendig, um die cDNA-Synthese durch die
Polymerase zu initiieren. Somit war bereits die RNA durch genomische DNA verunreinigt.
Die cDNA-Synthese wurde wiederholt, erneut kontrolliert und konnte dann fiir die weiteren
Experimente verwendet werden (s. Abbildung 12, Seite 35).

2. Anzahl der Zyklen

Die Anzahl der Zyklen sollte 30 Schritte nicht tiberschreiten, damit die Probe in ausreichender
Kopienzahl amplifiziert wird, ohne dall unspezifische Banden auftreten, was mit
zunehmender Zyklenzahl wahrscheinlicher wird ). AuRerdem kann es bei der Duplex-PCR
erforderlich sein, eine Probe mehrere Zyklen lang vor Zugabe des zweiten Primerpaares zu
amplifizieren, wenn ein sehr starkes Mifl3verhaltnis zwischen den Ausgangsmengen der beiden
Proben besteht. Befindet sich die PCR in einem linearen Bereich d.h., es liegt noch keine
Sattigung vor und alle Reaktionsprodukte befinden sich im UberschuB, so verschiebt sich
durch die Voramplifikation der einen Probe lediglich die gedachte Position im logarithmisch-
linearen Bereich beider Reaktionsprodukte (s. Abbildung 7, Seite 27). Das Verhéltnis
zwischen den beiden Proben veréndert sich jedoch kaum, so daB weiterhin eine
semiquantitative Aussage getroffen werden kann. ,Linear” bezieht sich in diesem
Zusammenhang auf eine logarithmische Darstellung der Reaktion, bei der aber eine
exponentielle Amplifikation erfolgt (s. Abbildung 7, Seite 27).

Die Methodik selbst erwies sich als ein sehr sensitives und zuverlassiges Verfahren zur
Detektion von mRNA der untersuchten Endotheline und Rezeptoren. Wie sich herausstellte,
werden alle untersuchten Genprodukte in wesentlich geringerem Mal3e als das Housekeeping-
Gen GAPDH exprimiert, so da in allen Féllen eine Voramplifikation des Ziel-Gens
notwendig war. Die experimentellen Bedingungen muften fir jeden einzelnen Faktor
optimiert werden. Dies lag hauptsachlich an der Empfindlichkeit der Methodik gegenuber
einer Reihe von Einflulfaktoren; schon minimale Veranderungen des Versuchsaufbaus
fiihrten dazu, dal? sich die Ergebnisse nicht reproduzieren lie}en. So reichte es bereits aus, die
Zyklenzahl eines Fragmentes um nur wenige Schritte zu verandern, um den logarithmisch-
linearen Bereich beider Fragmente zu verlassen. Dies hatte zur Folge, dalR keine
semiquantitative Aussage mehr getroffen werden konnte und der Versuch wiederholt werden
muBte (s. dazu Abbildung 13, Seite 36).
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3. Primer und Annealing

Bercovich et al. haben 1999 ein in diesem Zusammenhang relevantes Phdnomen der Duplex-
PCR beschrieben; sie beobachteten, dal} die Quantitat zweier PCR-Produkte unterschiedlicher
Gene, welche zeitgleich in einer Duplex-PCR amplifiziert werden, fur ein Gen signifikant
geringer ausfallt, als bei getrennter Amplifikation der beiden Gene unter identischen PCR-
Bedingungen. Hierfir wurden verschiedene EinfluRgrofien untersucht und es stellte sich
heraus, dal3 die Primerkonzentration den groRten Effekt auf das Ergebnis der Amplifikation
hatte . Alternativ zur Voramplifikation empfehlen Bercovich et al. die Vorverdiinnung
eines der Primer und zwar ein Mengenverhéltnis der Primerkonzentrationen von 4 : 1
zugunsten des schwécher exprimierten Templates.

Henegariu et al. [67] empfehlen ebenfalls die Verwendung von unterschiedlichen
Primerkonzentrationen, was dazu flhrt, dal das schwacher exprimierte Template vor allem zu
Beginn der Reaktion beginstigt wird. AuBerdem erwies sich das exakte Ermitteln der
Annealingtemperatur ebenfalls als entscheidend. Es zeigte sich, daB schon der
Temperaturunterschied von 1 °C unspezifische Banden hervorbrachte (s. Tabelle 6, Seite 34).

In dieser Arbeit wurde durch Voramplifikation des schwécher exprimierten Gens flr die

verschiedenen Duplex-PCR-Systeme die Kopienzahl eines der Ausgangsprodukte erhoht. Es
stellte sich heraus, daR das Housekeeping-Gen GAPDH stets starker exprimiert war, als ECE-
1, ET-1, ETAR und ETBR, da immer die letztgenannten Faktoren voramplifiziert werden
muBten und niemals GAPDH (s. Abbildung 15, Seite 37).
Dies bestétigt einerseits die Beobachtung, dall das Housekeeping-Gen GAPDH stérker
exprimiert ist, als die Gene der untersuchten Faktoren des Endothelinsystems. Andererseits
weisen die Untersuchungen von Bercovich et al. darauf hin, daR durch VVoramplifikation, resp.
Variation der Primerkonzentration keine Verfalschung des Ergebnisses vorliegt, sondern im
Gegenteil die Amplifikation der einzelnen Templates bei der Duplex-PCR denjenigen von
PCR mit Amplifikation nur eines Templates besser entspricht.

4. weitere Reaktionsbhedingungen

Um das Auftreten von unspezifischen Banden zu reduzieren, lassen sich Adjuvantien wie z.B.
DMSO (Dimethylsulfoxid, 2-10%) M Betain 8 oder Formamid (1%) **? verwenden.
Adjuvantien konnen die Spezifitat der PCR erhdhen ™22, in zu hoher Konzentration aber auch
einen negativen Effekt auf die Amplifikation durch Inhibition der Tag-Polymerase austben.
Deshalb wird empfohlen, Additiva nur dann einzusetzen, wenn sich die PCR auf anderem
Wege nicht weiter optimieren 1agt 7.

AuBerdem kann ein ,Hot-Start“ der PCR durchgefihrt werden, um eine vollstandige
Denaturierung der initial langen DNA-Kette zu erreichen. Hierzu wird die Probe zundchst bei
96°C samt Mastermix denaturiert. Nach 5 Min. erfolgt dann die Zugabe von Tag-Polymerase
(s. Abbildung 15: Duplex-PCR-Systeme, Seite 37). In ersten Versuchen wurde auf den ,,Hot-
Start”“ der PCR verzichtet, was zum Nachweis von unspezifischen Banden fiihrte. Da ohne
»,Hot-Start” stets unspezifische Banden auftraten, wurde dieses Verfahren bei allen weiteren
Protokollen angewendet.

Zusétzlich kann der letzte Extensionsschritt ebenfalls verldngert werden, um so noch
unvollstandig elongierte Templates zu komplettieren. SchlieRlich kann es auch vorteilhaft
sein, die Pufferkonzentration bei einer Multiplex-PCR zu veréndern (0,8x bis 2,4x).
Henegariu et al. fuhren die stark erhéhte Effizienz (Sensitivitat) der Amplifikation auf die
erhohte KCI-Konzentration zuriick, da KCI im Puffer enthalten ist und die alleinige Erh6hung
der KCI-Konzentration den gleichen Effekt hatte [*".
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In den hier durchgefiihrten Versuchen zeigte sich, dal das Verwenden von DMSO oder 1%
Formamid keine wesentlichen Verbesserungen der Qualitat der Ergebnisse lieferte. Es traten
weder weniger unspezifische Banden auf, noch konnte ein EinfluR auf die Zyklenzahl der
Voramplifikation beobachtet werden, so daR auf das Verwenden von Adjuvantien verzichtet
wurde.

VVon den unterschiedlichen Einflugrofien auf die Duplex-PCR-Systeme fir ECE-1, ET-1,
ETAR sowie ETBR, stellte sich die Optimierung des Verhaltnisses der Kopienzahl beider
Fragmente als entscheidend heraus, da es mit dem Verhéltnis des Expressionsniveaus beider
Genprodukte auf mRNA-Ebene korreliert. Dieses Problem wurde dadurch geltst, daR das
schwécher exprimierte Template einige Zyklen voramplifiziert wurde, ehe der Primer des
starker exprimierten Templates (hier in allen Fallen das Housekeeping-Gen GAPDH)
hinzugegeben wurde.

Zusammenfassend laR3t sich sagen, dal? das Verfahren der semiquantitativen Duplex-PCR zum
Nachweis der untersuchten Faktoren sehr gut geeignet und verldBlich reproduzierbar ist,
sobald das jeweilige System etabliert ist. Aullerdem verfiigt die semiquantitative Duplex-
PCR (iber eine hohere Sensitivitat und Spezifitat, als Northern-Blot Verfahren %,

V.1.1l Validierung der RT-PCR mit Northern-Blot

Die mit RT-PCR durchgefuhrten Experimente sollten mit einer anderen Methode validiert
werden, obwohl die eingesetzte RT-PCR Technik ein etabliertes und gut dokumentiertes
Standardverfahren ist. Der Northern Blot ist hierfiir ein geeignetes Verfahren . Es wurde
diese Methodik des RNA-Nachweises ausgewdhlt, da sie einfach durchzufuhren ist und
ohnehin groRe RNA-Mengen vorhanden waren. Deshalb bot es sich an, die Technik des
Northern-Blots zu verwenden, da hierbei ebenfalls Gelelektrophorese und &hnliche
Transfertechniken zum Einsatz kamen. Ein weiterer Vorteil war die Material- und
Zeitersparnis aufgrund vieler gemeinsamer Arbeitsschritte mit der RT-PCR. Aullerdem sind
die verwendeten Materialien sowie die Abldufe zur Durchfiihrung der Gelelektrophorese
sowie der Transfertechniken sehr &hnlich.

Dazu wurden insgesamt 21 Proben aus drei Gruppen ausgewahlt: je sieben Proben von
obstruierten Nieren, von nicht obstruierten Nieren sowie von scheinoperierten Kontrollen. In
Abbildung 26 (Seite 49) ist das mit Northern-Blot ermittelte Expressionsniveau fir ET-1
wiedergegeben.

Es konnte gezeigt werden, dal3 die Ergebnisse des Northern Blots mit denen der RT-PCR
qualitativ Ubereinstimmen, obwohl quantitativ geringe Unterschiede vorhanden sind. Die
quantitative Aussage des Northern-Blots ist allerdings eingeschrankt, da einerseits nicht alle
Gruppen untersucht und andererseits nur wenige Proben gemessen wurden.

So wurde zu jedem Zeitpunkt nur jeweils eine Probe gemessen und nicht im Mittel vier, wie
bei der Fluoreszenzdetektion der Multiplex-PCR. Somit ist keine statistische Aussage
mdoglich, da zu wenige MeRwerte vorhanden sind. Das Auftreten eines um das 4,2-fache
erhdhten Wertes der nicht-obstruierten Nieren bei 0 Min. nach Obstruktion verdeutlicht diese
Probleme. Erst nach Untersuchung weiterer Proben wiirde sich dieser Artefakt herausmitteln.

AuBerdem wurden nicht alle Gruppen untersucht; es fehlen MelRwerte nach 30 Min., 1 Std.
und 6 Std. Obstruktionsdauer. Der Kurvenverlauf der Frihphase der Obstruktion ist daher fiir
diese Methodik nicht genau genug dokumentiert. Insbesondere in der Fruhphase werden
zusétzliche MelRwerte bendtigt, da die mittels RT-PCR gemessene signifikante VVerénderung
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von ETAR der obstruierten Niere in der Frihphase im Kurvenverlauf, verglichen mit den
starken Schwankungen in der Spétphase, deutlich geringer ausféllt. Ansonsten bestétigt der
Kurvenverlauf in der Frihphase mit den insgesamt niedrigeren MeRwerten als in der
Spatphase die Ergebnisse aus der RT-PCR.

Bei beiden Methoden wurde ein Anstieg des Expressionsniveaus der obstruierten Nieren von
ET-1 in der Spatphase der UUO sowohl nach 4 Tagen, als auch nach 30 Tagen gemessen.
Das Expressionsniveau der nicht obstruierten Nieren sowie der scheinoperierten Tiere blieb
dabei konstant.

V.2 Rolle der Endotheline bei UUO

Die postrenale Obstruktion der Niere ist der haufigste pathologische Zustand des
Urogenitalsystems. Die klinische Bedeutung besteht in dem Funktionsverlust der betroffenen
Niere, welcher einer zeitlichen Kinetik folgt. Diese unterteilt man in verschiedene Phasen,
wobei im Weiteren auf ein biphasisches Modell bezug genommen wird, bei dem die
Obstruktion in eine Friih- und Spatphase aufgeteilt wird 264,

In der Friihphase des biphasischen Modells (bis 5 Std. Obstruktionsdauer) ist der ureterale
Druck hoch, wobei der RBF aufgrund zunehmender Vasokonstriktion des Vas efferens
abfallt. In der Spatphase kommt es dann durch anhaltende Obstruktion zu Ischdmie mit der
Folge eines renalen Funktionsverlustes. Dieser ist anfanglich reversibel und durch die
Abnahme des renalen BlutfluRes (RBF) sowie der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) bedingt.
Bei anhaltender Ischdmie kommt es dann zu morphologischen Veranderungen im Sinne eines
Untergangs von Nephronen; dies manifestiert sich Kklinisch in einer irreversiblen
Niereninsuffizienz. Der renale Funktionsverlust ist um so ausgepragter, je langer die
Obstruktion andauert.  AuBerdem  steigt mit zunehmender Obstruktionsdauer die
Wahrscheinlichkeit, da ein irreversibler Schaden gesetzt wurde [,

Um die Rolle der Endotheline bei postrenaler Obstruktion auf molekularer Ebene in ihrer
zeitlichen Kinetik zu charakterisieren, wurde die Expression der mRNA verschiedener
Faktoren des Endothelinsystems, nadmlich ECE-1, ET-1, ETAR sowie ETBR, mittels
semiquantitativer PCR sowie Northern-Blot untersucht.

Die vorliegende Arbeit unterscheidet sich von bisher durchgefiihrten Studien u.a. durch
folgende Eigenschaften;

- Die Untersuchung erstreckt sich tber einen langen Zeitraum von den ersten 30
Minuten bis hin zu 30 Tagen nach Beginn der UUO.

- Es wurde ein standardisiertes Rattenmodell verwendet; dabei wurden von jedem
Zeitpunkt mindestens zwei Tiere untersucht.

- Um den EinfluR des OperationstreBes zu ermitteln, wurde zusétzlich ein
scheinoperiertes Tier untersucht.

- Es wird eine zeitliche Kinetik der untersuchten Faktoren aufgestellt und nicht nur
einige punktuelle Messungen durchgefiihrt, wie z.B. bei Josephson et al. ¥, die
mittels Radioimmunoassay die renale Gewebekonzentration von ET-1 und ET-3
lediglich in der Spatphase gemessen haben, oder Feldman % et al., welche die
MRNA-Level von ECE-1, ETAR und ETBR durch Northern-Blots nach 5 Tagen
gemessen haben.

- Es fand die Untersuchung von vier Faktoren gleichzeitig an denselben
Versuchstieren statt. Dies hat den Vorteil, daR das untersuchte Nierengewebe fir
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alle Faktoren identisch war, und so Vergleiche der Kinetiken zwischen den

Faktoren aussagekraftiger sind, als wenn die Daten in getrennten Untersuchungen

einzeln erhoben werden.

- Es kommt eine sensitive und reproduzierbare Methodik zum Einsatz;

- Es werden unterschiedliche Nachweissystemen verwendet, n&mlich
hauptsachlich Duplex-PCR mit Lumineszenz-Nachweis, da diese Technik
sensitiver ist als die Northern-Blot-Technik ! sowie Northern-Blot-Technik
zur Validierung der MeRdaten.

- Die Messung der beteiligten Faktoren erfolgt auf mRNA-Ebene; andere
Arbeiten verwenden die Bestimmung von Plasma-/Urin-Spiegeln, oder
lediglich die Messung von physikalischen EinfluggroRen (RBF) 2.

V.2.1 Expression in der Friihphase

In der Frihphase der UUO sind Besonderheiten im Expressionsmuster aller vier untersuchten
Faktoren aufgetreten. Fur ECE-1, ET-1 und ETBR liel3 sich in der statistischen Auswertung
keine Signifikanz zeigen. Dennoch fallt bei den Kurvenverldufen der obstruierten Seite von
ECE-1 und ET-1 auf, dal mdglicherweise ein Expressionsanstieg in der Friihphase vorliegen
konnte.

Das Expressionsniveau von ET-1 bei einer Obstruktionsdauer von 2 Stunden (p=0,065) ist
nicht signifikant erhoht, kann aber als statistischer Trend angesehen werden. D.h. eine
Erhohung der Zahl untersuchter Proben (bzw. Tiere) zum untersuchten Zeitpunkt wirde
maoglicherweise dazu fihren, dal? ein signifikanter Anstieg von ET-1 nachgewiesen werden
kann. Dabei ist allerdings zu berlcksichtigen, dal3 bei wiederholter Anwendung statistischer
Tests auf den gleichen Datensatz eine Korrektur des Signifikanzniveaus (z.B. durch die sog.
Bonferroni-Korrektur, VVgl. 111.8) vorgenommen werden miifite.

In der Frihphase kommt es zu einer starken Vasokonstriktion, welche (ber einen Anstieg
von ET-1 hervorgerufen wird, was uber das Schrittmacherenzym ECE-1 aus Big-ET-1
abgespalten wird. Fir beide Kurven lieR sich zwar kein signifikanter Anstieg in der
Frihphase zeigen, die Kurvenverlgufe lassen einen solchen Zusammenhang jedoch vermuten.
Dies wirde zu einem Abfall des RBF in der obstruierten Niere fihren.

Die Expression von ETAR der obstruierten Niere ist nach 30 Min. Obstruktionsdauer
signifikant erhoht (p=0,0032). Der beobachtete ETAR-Expressionsanstieg deckt sich mit
Untersuchungen von Bhangdia et al. *!, welche die Wirkung einer ETAR-Blockade durch
Messung von RBF und GFR nach 21-stiindiger UUO in Hunden untersucht haben. Sowohl
RBF, als auch GFR waren nach UUO vermindert. Es konnte auf’erdem gezeigt werden, dal3
die renale Vasokonstriktion durch ETAR-Blockade zuriickging. Andere Autoren bestatigen
diese Ergebnisse M**4718l: mehrere Arbeitsgruppen fuhrten hamodynamische Messungen der
renalen Perfusion in Abhangigkeit der verabreichten Pharmaka durch. So untersuchten Evans
et al. den Effekt des ETAR-Antagonisten BQ610 sowie des ETBR-Antagonisten BQ788 auf
den regionalen Blutflul® der Niere, indem die renale Perfusion gemessen wurde. Sie fanden,
dall endogene Endotheline Uber ETAR vermittelt den medulldren und kortikalen BlutfluR
vermindern, wahrend sich fiir ETBR jedoch kein EinfluR nachweisen lieR ). Wenzel et al.
konnten zeigen, dall der selektive ETAR-Antagonist BQ-123 die renale Vasokonstriktion
inhibiert, welche bislang durch die Wirkung von Angiotensin- (AT) und Noradrenalin- (NA)
erklart wurde ™). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, daB die durch ETAR induzierte
renale VVasokonstriktion wirksamer ist, als die Effekte anderer Mediatoren, wie AT oder NA.
Wilhelm et al. untersuchten den Effekt von Tezosentan, einem
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Endothelinrezeptorantagonisten, nach 24 Std. UUO und konnten eine Abnahme des Serum-
Kreatinins sowie eine hohere glomeruldre Filtrationsrate (GFR) nach Gabe von Tezosentan
zeigen. Beide Effekte sind Zeichen einer besser erhaltenen Nierenfunktion und somit
Hinweise flr einen nephroprotektiven Effekt einer Rezeptorblockade durch Tezosentan.

Hegarty et al. fassen in ihrer Ubersichtsarbeit die vaskuldren und zelluldren Effekte von ET-1
sowie die Endothelinrezeptor-Blockade durch Bosentan bei UUO bis 24 Std. zusammen ¢!,
Bosentan (4-tert-Butyl-N-[6-(2-hydroxyethoxy)-5-(2-methoxyphenoxy)-2-(pyrimidin-2-
yDpyrimidin-4-yl]benzolsulfonamid) ist ein Arzneistoff der Gruppe der Endothelin-
Antagonisten. Er ist als Orphan Drug zur Behandlung des seltenen Lungenbluthochdrucks
(pulmonale Hypertonie) zugelassen. In Deutschland ist Bosentan unter dem Handelsnamen
Tracleer® auf dem Markt. Bosentan verdrangt als Antagonist das Endothelin von seinen
Rezeptoren (insbesondere ETA-Rezeptoren) und unterdriickt somit akut den durch Endothelin
verursachten Anstieg des (pulmonalen) Blutdrucks sowie chronisch die durch Endothelin
verursachte Verénderung der BlutgefaRe (Remodelling).

AuRerdem beschreiben Hegarty et al. in ihrer Ubersichtsarbeit, daR die ET-1 Expression
nach 24 Std. UUO in der obstruierten Niere erhoht und in der nicht obstruierten Niere
erniedrigt ist ®®. Die Obstruktion ging mit einem verminderten renalen BlutfluR (RBF)
einher, was durch die Endothelinrezeptor-Blockade mittels Bosentan wieder riickgangig
gemacht werden konnte. Weiterhin war die Apoptoserate bei UUO deutlich erhoht, was
ebenfalls durch die Endothelinrezeptor-Blockade inhibiert werden konnte. Dadurch konnte
nicht nur die Beteiligung von ET-1 in der Friihphase der UUO gezeigt werden, sondern auch,
dal3 eine Inhibition der Effekte von ET-1 gegen die vaskuldren und zelluldren VVeranderungen
schutzt.  Auch andere Untersuchungen deuten auf die nephroprotektiven Effekte einer
Endothelinrezeptor-Blockade hin [>9115:136.140]

Da in anderen Untersuchungen Anstiege der Expression aller Faktoren des
Endothelinsystems nicht nur auf der obstruierten Seite gemessen wurden, sondern wenn auch
z.T. weniger ausgepragt, in den kontralateralen Nieren sowie bei den scheinoperierten Tieren,
ist es wahrscheinlich, daR eine weitere Einflulgrofie vorliegt. So haben Kahn et al. die
Expression von ET-1 bei UUO in der Frih- und Spatphase sowie bei scheinoperierten
Versuchstieren untersucht, wobei die Expression von ET-1 in allen Gruppen erhoht war, und
in der scheinoperierten Gruppe am geringsten ausfiel 2. Diese Beobachtungen scheinen
denen von Hegarty et al. zu widersprechen, da letztere Arbeitsgruppe sogar eine erniedrigte
ET-1-Expression nach 24h UUO in der nicht obstruierten Niere gemessen hat 1.

Der ET-1-Expressionsanstieg zu Beginn der Spatphase nach 24 Std. UUO in der obstruierten
Niere stimmt mit den vorliegenden Ergebnissen tiberein . Ein Einfluss der UUO auf die
ET-1-Expression in der kontralateralen Niere im Vergleich zu den scheinoperierten Tieren in
der Fruhphase konnte in der vorliegenden Arbeit dagegen nicht bestatigt werden. Vielmehr
blieb die Expression aller untersuchten Faktoren in der nicht-obstruierten Niere Uber den
gesamten Zeitraum konstant.

Insgesamt sprechen diese und die zitierten Beobachtungen dafir, dafl das Endothelinsystem
bereits in der Frihphase der UUO in der 0.g. Weise malgeblich fur die Regulation des RBF
verantwortlich ist. Durch die initiale Vasodilatation zu Beginn der Frihphase kommt es
zunéchst zu einer Erhéhung des RBF, jedoch sinkt dieser nach 90 Min. deutlich ab **3l. Dies
wird in den bestehenden Modellen vorwiegend durch Angiotensin Il-vermittelte
Vasokonstriktion am Vas efferens erklart. Die Beobachtungen dieser Arbeit, insbesondere
der beobachtete Expressionsanstieg von ETAR nach 30 Min. Obstruktionsdauer, legen
jedoch nahe, daR nicht Angiotensin I, sondern die ETAR-vermittelte VVasokonstriktion fiir
den Abfall des RBF zu Beginn der Frihphase von entscheidender Bedeutung ist. Da die
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Niere Uber verschiedene, z. T. redundante Systeme zur Regulierung ihrer Perfusion verfiigt,
waére ein Zusammenspiel dieser beiden synergistischen Akteure ebenfalls plausibel.

Weiterhin wurde in der nicht-obstruierten Niere ein Anstieg der ETBR-Expression
beobachtet. Auch wenn dieser nicht signifikant ausfiel, so ist zu vermuten, dal’ dieser Anstieg
im Sinne einer Gegenregulation zur obstruierten Seite verstanden werden kann, bei der die
gesunde Niere durch eine erhohte Perfusion die Funktion der geschadigten Niere tibernehmen
soll. Dies konnte z.B. durch die Hochregulation von ETBR geschehen, was eine vermehrte
Ausschittung von NO zur Folge héatte und zu einer Vasodilatation fiihren wirde.

Im Unterschied zu anderen Arbeiten sind in dieser Untersuchung keine Veranderungen bei
den scheinoperierten Tieren aufgefallen 2. Die Expression von ET-1, ECE-1, ETAR und
ETBR war konstant. Dieser Unterschied kann damit erklart werden, daf in dieser Arbeit nur
jeweils ein scheinoperiertes Versuchstier pro Zeitpunkt untersucht wurde. Der Nachweis einer
relativ geringen Verdnderung der Expression im jeweiligen Zeitraum wére mit mehreren
Tieren wahrscheinlicher, da dann durch die statistische Mittelung der MeRwerte
Schwankungen bereinigt wirden. Um die Fehlerwahrscheinlichkeit durch die Verwendung
von nur einer scheinoperierten Kontrolle so gering wie mdglich zu halten, wurden die
MelRwerte dieser Tiere mehrfach gemessen.

Eine Erklarung fir die in anderen Untersuchungen gemessenen Expressionsanstiege bei
scheinoperierten Kontrollen kdnnte der unspezifische Operationsstref3 der Tiere sein, da dieser
eine allgemeine Reaktion des Kdorpers hervorruft, welche auch funktionell antagonistische
Systeme betreffen kann.  Aufgrund des in dieser Untersuchung deutlich erhdhten
Stref3niveaus, hervorgerufen durch die Operation, kommt es bei den Versuchstieren aller
Gruppen zu einer unspezifischen StreRreaktion des Korpers. Dabei werden u.a. vermehrt
Katecholamine (Adrenalin und Noradrenalin), Cortisol sowie andere vasoaktive Mediatoren
ausgeschittet. Veranderungen der systemischen, wie auch der renalen Perfusion kdnnten rein
auf diese Effekte zurickzufiihren sein, so dafl es notwendig ist, diese durch eine
scheinoperierte Gruppe zu eliminieren.

Eine Mdglichkeit, dies zu uberpriifen, besteht in der Messung von Interleukin-6 (IL-6).
Dieses Zytokin ist bei Entziindungsprozessen sowie bei der Geweberegeneration beteiligt und
wird bei unspezifischem StrelR vermehrt ausgeschittet. Deshalb handelt es sich um einen
geeigneten Indikator zur Quantifizierung des StreRniveaus !,

Maruszynski et al. verglichen 1999 den Plasmaspiegel von IL-6 nach laparoskopischer und
offener Cholezystektomie beim Menschen. Sie wiesen nach, dal} der Plasmaspiegel von IL-6
nach dem Operationstrauma erhoht ist, wobei der Grad des Anstieges bei laparoskopischer
Cholezystektomie geringer ausfiel, als bei offener Cholezystektomie *°°!.

Es ist noch eine Reihe weiterer Gene und Proteine an den Regulationsprozessen in der
Frihphase der UUO beteiligt, welche in verschiedene Gruppen eingeteilt werden konnen:

1. Hypoxieinduzierbare Gene

2. NO-System

3. Renin, Angiotensin und AT-1-Rezeptor

4. Gene, die an der Prostaglandinsynthese beteiligt sind
5. Interleukine und Akut-Phase Proteine

Stickstoffmonoxid (NO) spielt eine wichtige Rolle bei den Verénderungen der renalen

Hamodynamik. So haben Lanzone et al. ! gezeigt, daR durch Infusion von L-Arginin, einem
NO-Liberator, die durch Prostaglandinsynthese-Inhibitoren verursachte Unterdriickung der
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physiologischen Steigerung von RBF und ureteralem Druck riickgangig gemacht werden
konnte. Die Inhibition von NO pradisponiert zu Markschaden und Nierenversagen 2.

Bei akuter UUO kommt es zu einer erhdhten Ausschiuttung von Angiotensin 1l. Es gibt
Hinweise darauf, da unabhdngig vom zirkulatorischen Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System (RAAS) auch innerhalb der Niere die Bildung von Angiotensin Il méglich ist ¢,
zumal Rezeptoren fiir Angiotensin Il im Nierenmark nachgewiesen werden konnten 2. Dies
konnte erklaren, warum es bei akuter UUO in der ipsilateralen Niere nicht zu einer

anhaltenden Erhéhung des RBF kommt "),

Des Weiteren spielt Adenosin bei der Steuerung des renalen Sauerstoffangebotes eine
wichtige Rolle; Adenosin entsteht durch Verbrauch von ATP, etwa bei Hypoxie, und ist
allgemein als Vasodilatator bekannt. In der Niere fungiert Adenosin jedoch einerseits als
Vasokonstriktor im Bereich der Nierenrinde, was zu einer Verminderung der GFR fuhrt sowie
andererseits als Vasodilatator im medullédren Bereich, wo es auch den tubul&ren Transport
hemmt.  Dies deutet darauf hin, dafl Adenosin eine Sonderrolle bei der renalen
Hypoxieregulation spielt und durch Umverteilung des Sauerstoffangebotes homdostatische
Eigenschaften hat [**.

Bei Urodilatin handelt es sich um einen weiteren renalen Vasodilatator B%, der in seiner
Struktur dem ANP (atriales natriuretisches Peptid) homolog ist und in den distalen Tubuli
exprimiert wird.

Die Bedeutung von Histamin hinsichtlich einer antizipierten vasodilatierenden Wirkung "%
lie} sich nicht bestatigen. Banks et al. konnten lediglich die reaktive Hyperdmiephase nach
Noradrenalininfusion als Histaminwirkung nachweisen .

Als weiterer Arachidonséuremetabolit konnte neben Prostaglandinen auch eine erhohte
Thromboxan A,-Ausschiittung nachgewiesen werden. Thromboxan A; ist moglicherweise an
der renalen Vasokonstriktion beteiligt *%!. Botting et al. konnten zeigen, daR die Gabe von
ET-1 und ET-3 sowohl einen Anstieg von Arachidonsauremetaboliten (Thromboxan A,
Prostaglandin Ey), als auch von NO bewirken. . Dies ist ein deutlicher Hinweis auf eine
zentrale Rolle der Endotheline im komplexen Autoregulationsmechanismus der renalen
Perfusion.

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Rolle der Endotheline bei der Physiologie
und Pathophysiologie der UUO zu kldren.

V.2.1l Expression in der Spatphase

Die Produktion von ET-1 fuhrt Gber Aktivierung des A-Rezeptors zu einer Vasokonstriktion,
bei Aktivierung des B-Rezeptors kommt es dagegen durch Synthese von NO zur
Vasodilatation. NO sowie Prostazyklin wiederum wirken ihrerseits mittels cGMP-Synthese
hemmend auf die ET-1-Produktion 7. \Weiterhin vermittelt ET-1 mitogene Effekte und
reguliert die Expression von Wachstumsfaktoren &1,

Die ET-1-Sekretetion wird durch verschiedene Faktoren beeinfluf3t, wie z.B. das atriale
natriuretische Peptid (ANP), welches vermehrt bei Hypervoldmie sezerniert wird und als
Gegenregulation die Diurese verstarkt. Kohno et al. konnten die Stimulation der ET-1-
Sekretion durch Angiotensin Il und Thrombin sowie die Inhibition durch ANP nachweisen
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89 Daraus ist ersichtlich, daR die physiologischen Effekte von ET-1 sowie des RAAS

hinsichtlich der Vasokonstriktion und der Natriumretention synergistisch sind.

Fur die Spatphase der UUO konnten bisher noch keine Botenstoffe gefunden werden, die
eindeutig fir den Rickgang des RBF verantwortlich sind. ET-1 reduziert den RBF, indem es
den renalen Gefalwiderstand erhoht 3. Dabei kontrahieren sowohl Vas afferens, Vas
efferens als auch A. arcuata und Interlobararterie. Bei systemischer Gabe von ET-1 kommt es
Endothelin A-Rezeptor vermittelt *®! zum Riickgang der GFR und zu Natriumretention durch
Induktion von Aldosteron %,

Bei chronischer unilateraler ureteraler Obstruktion (cUUO) kommt es zu einem irreversiblen,
progredienten Untergang des Nierenparenchyms mit Kortexatrophie. Bei diesem komplexen
Geschehen herrscht ein gestortes Verhéltnis zwischen Zellproliferation und programmiertem
Zelltod in der obstruierten Niere. Truong et al. ****% haben diese Zusammenhange
untersucht und konnten zeigen, dal die Apoptoserate in den Tubuluszellen am stdrksten
zunimmt und ihren Gipfel etwa am 6. Tag nach Einsetzen der Obstruktion erreicht. Weiterhin
kommt es zu einer gesteigerten Proliferation von Fibroblasten im Interstitium und spater dort
auch zum Einwandern von Entziindungszellen. Bei cUUO konnte eine renale Endothelin-1-
Ausschiittung bei Hunden nachgewiesen werden ¥, Kahn et al. haben die renale Perfusion
und Clearance bei Hunden nach 19 Std. UUO gemessen und konnten zeigen, dal3 die starke
renale Vasokonstriktion bei UUO mit einem Anstieg von ET-1 korreliert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 fir ECE-1, ET-1 sowie ETAR eine zeitliche
Kinetik in der Spatphase der UUO existiert, wodurch ihre mogliche Beteiligung bei der
Pathogenese dieser Erkrankung weiter untermauert wird 28%  Es fallt auf, daB die
Expression von ECE-1, ETAR sowie ET-1 in der Spatphase der UUO ansteigt.

Es kann deshalb die Hypothese aufgestellt werden, daR der Anstieg von ET-1 Uber den A-
Rezeptor zu einer VVasokonstriktion fuhrt. Dieser Effekt konnte zusétzlich durch den Anstieg
von ETAR verstarkt werden.

Dabei vermittelt ET-1 mit ECE-1 als Schrittmacherenzym ™% (iber den A-Rezeptor eine
anhaltende renale Vasokonstriktion “®!, die hauptsachlich das Nierenmark betrifft und in der
Spatphase auch auf die Rindenregion tibergreift “!. Diese ischamische Noxe in Form von
Minderperfusion aufgrund der anhaltenden renalen Vasokonstriktion im Bereich des ohnehin
nur eben ausreichend oxygenierten Nierenmarkes “®! ist fir den Verlust von Nephronen und
letztlich somit Klinisch fur den Verlust der Nierenfunktion des betroffenen Organs
verantwortlich. Das kann auch durch den potenten Vasodilatator NO nicht ausreichend
kompensiert werden %, Der Nephronenverlust tritt bei anhaltender Ischamie durch
Initilerung einer Apoptose auf zelluldrer Ebene ein. Die Beobachtung, dal3 die Expression des
B-Rezeptors, der mittels NO-Synthese Vasodilatation vermittelt dagegen nicht ansteigt, ist ein
zusitzlicher Beleg fiir das Uberwiegen der Vasokonstriktoren gegeniiber den Vasodilatoren.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt existieren nur wenige quantitative Untersuchungen Uber die
Expression von ET-1 und ETAR im Zusammenhang mit dem RBF und Vasokonstriktion. So
haben Tian et a. ™ 7 Tage nach UUO die Expression von prapro-ET-1 mittels RT-PCR
sowie die Expression von ET-1 mit Immunohistochemie (IHC) in Ratten bestimmt. Sie
fanden, dalR die Expression von prépro-ET-1 signifikant erhdht war und konnten auflerdem
eine deutliche Anreicherung von ET-1 in der IHC beobachten. Feldman et al. 52 untersuchten
die Expression von ECE-1, ETAR und ETBR mittels Northern Blot 5 Tage nach UUO in
Ratten. Sie konnten eine Zunahme der Expression von ECE-1 und ET-1 um 92%, bzw. 71%
gegenuber der nicht-obstruierten Seite zeigen. Der Anstieg von ET-1 und ECE-1 bestatigt die
Daten aus dieser Arbeit.
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Auch flir die Spatphase sind die Ergebnisse fir ETBR Ubereinstimmend, da keine
Veranderungen nachgewiesen werden konnten.

Es zeigte sich in der Frihphase der UUO ein erster Anstieg der ET-1-Expression in der
obstruierten Niere, nicht jedoch in der Kontralateralen. AuBerdem war die Expression von
ET-1 in der Spéatphase der UUO (2 Tage Obstruktionsdauer: p=0,002; 4 Tage
Obstruktionsdauer: p=0,049; 30 Tage Obstruktionsdauer: p=0,003) signifikant erhoht, was mit
Untersuchungen von Bruzzi et al. (bereinstimmt 6] die anhand des renalen
Massenverlustmodels vier Gruppen von Ratten untersucht haben und vom 14. bis 28. Tag
einen Anstieg der ET-1-Expression in Verbindung mit einer Abnahme der renalen Masse
beobachtet haben. Zum Zeitpunkt 7, 14, 21 und 28 Tage nach UUO wurde die Expression
von ET-1 mittels Radioimmunoassay und Northern-Blot gemessen. Eine Kontrolle erfolgte
mittels nicht-radioaktiver in situ Hybridisierung und bestatigte die Ergebnisse.

Bruzzi et al. ®® konnten in derselben Untersuchung am 14. Tag einen Anstieg von ET-1-
MRNA beobachten und zeigen, dal ET-1 zu diesem Zeitpunkt hauptséchlich im Bereich der
Tubuli, nicht jedoch glomerulér exprimiert wurde. Am 28. Tag konnte die Expression von
ET-1 zusétzlich in den Glomeruli nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
aus der vorliegenden Arbeit, da die ET-1 Expression ebenfalls in der Spatphase signifikant
erhoht war (2 Tage Obstruktionsdauer: p=0,002; 4 Tage Obstruktionsdauer: p=0,049; 30 Tage
Obstruktionsdauer: p=0,003).

Auch bei Bruzzi et al. war ein Anstieg der Expression von ET-1 erst nach 14 Tagen
Obstruktionsdauer nachweisbar. Dies trifft sowohl auf die Methodik des Radioimmunoassay
und Northern-Blot Technik zu, als auch auf die zur Kontrolle eingesetzte in situ
Hybridisierung . Die in den hier durchgefilhrten Untersuchungen aufgetretenen nicht-
signifikanten Schwankungen in der Friihphase widersprechen den Ergebnissen von Bruzzi et
al. nicht, sondern lassen sich vielmehr durch die sensitivere und spezifischere Methodik der
RT-PCR begriinden. Damit lassen sich auch geringere Schwankungen nachweisen, welche bei
den eingesetzten Techniken von Bruzzi et al. nicht nachweisbar sind. Der Vorteil von in situ
Hybridisierung und Immunhistochemie besteht darin, dall man den beobachteten Faktoren
Kompartimente zuordnen kann. Dies ist mit den verwendeten Techniken nicht méglich.

Bunchman et al. ®") haben den Effekt von ET-1-Antagonisten auf die cyclosporininduzierte
Schadigung durch Vasokonstriktion renaler Arteriolen in Zellkultur untersucht. Chan et al.
haben den Effekt von ET-1-Antagonisten auf den renalen BlutfluR3 %RBF) und die
Inulinclearance in der einseitig perfundierten Niere bei Ischamie untersucht 3. In beiden
Fallen konnte ein nephroprotektiver Effekt B3 durch Inhibition von ET-1, u.a. mittels
Endothelinrezeptorantagonisten, gezeigt werden.

Sowohl das postischamische Nierenversagen als auch die cyclosporininduzierte
Nephrotoxizitdt werden also zumindest teilweise durch eine erhohte ET-1-Produktion
verursacht 2"*®! oder doch zumindest beginstigt. Bei beiden Schadigungen kommt es zum
Untergang von Nephronen, wobei dies im Falle des postischdmischen Nierenversagens durch
Hypoxie und bei Cyclosporin durch direkte Nephrotoxizitat bedingt ist.

Es ist wahrscheinlich, dal? die Gber den A-Rezeptor und ECE-1 vermittelte Wirkung von ET-
1 malgeblich am Einsetzen sowie insbesondere fir die Progredienz des renalen
Funktionsverlustes bei anhaltender renaler Obstruktion verantwortlich ist.

Interessant ist, dal} in der Spatphase erst die Expression von ET-1 (nach 2 Tagen) ansteigt,
dann ECE-1 (nach 4 Tagen) und zuletzt ETAR (Anstieg zwischen 4. und 30. Tag). Wahrend
die Expression von ET-1 relativ rasch auf die eingetretene Obstruktion mit einem Anstieg
reagiert, ist dafir insbesondere flr den A-Rezeptor schon eine langer andauernde Schadigung
notwendig. Diese Beobachtung wirft die Frage auf, in welchem Zusammenhang die
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Expression des A-Rezeptors mit den Auswirkungen in der Spatphase der UUO steht, die zu
Hydronephrose fuhren kénnen.

Da die Endotheline und deren Rezeptoren in verschiedenen Geweben exprimiert werden, wo
sie an der Regulation des vasomotorischen Tonus, der Hormonproduktion sowie insbesondere
der Zellproliferation beteiligt sind “®, ist es denkbar, daR sie auch bei der Entstehung einer
Hydronephrose bei chronischer ureteraler Obstruktion (CUO) eine Rolle spielen. Truong et
al. 141142 konnten zeigen, daB es dabei zu einem irreversiblen, progredienten Untergang des
Nierenparenchyms mit Kortexatrophie kommt und ein gestortes Verhaltnis zwischen
Zellproliferation und programmiertem Zelltod in der obstruierten Niere herrscht.
Mdglicherweise deutet die erst spat erhdhte Expression des A-Rezeptors auf eine Beteiligung
an diesen Prozessen hin. Zum gegenwaértigen Zeitpunkt existieren noch Kkeine
Untersuchungen zu dieser spezifischen Fragestellung. Allerdings deuten jungste Ergebnisse
von Untersuchungen an Herzzellen 27! auf eine Beteiligung von ET-1 und ECE-1 an der
Signaltransduktion zur Entstehung von Apoptose hin. So haben Gupta et al. die mitogenen
Effekte von ECE-1 an Myozyten bei Sepsis im Rattenmodell untersucht und konnten zeigen,
daB eine erhohte Aktivitat von ECE-1 mit einer gesteigerten Apoptoserate einhergeht 2.

Dartiber hinaus spielen die Gene der Endothelinfamilie bei der Pathogenese von nicht renalen
Erkrankungen eine Rolle. Puffenberger et al. konnten nacheisen, dal} der B-Rezeptor fiir die
Entwicklung des Nervensystems essentiell ist und eine Mutation des ETBR-Gens beim
Menschen mit einer erblichen Form des M. Hirschsprung assoziiert ist \°®!. Dabei handelt es
sich um eine Erkrankung des Gastrointestinaltraktes und ist durch das Fehlen enterischer
Ganglien im distalen Colon gekennzeichnet. Dies fuhrt zu fehlerhafter Innervation des
Dickdarms und duf3ert sich Kklinisch in Form von Obstruktion (Megakolon). Dies weist darauf
hin, dafll gerade die Endothlinrezeptoren nicht nur in der Regulation des GefaRtonus eine
wichtige Rolle spielen, sondern auch Auswirkungen auf die Zellproliferation haben. Die
Rolle des A- und B-Rezeptors bei der Entstehung von Hydronephrose und ihre Rolle bei der
Zellproliferation und Apoptose bedarf daher weiterer Untersuchungen. Konkret ist die
Untersuchung der mitogenen Effekte der Faktoren des Endothelinsystems notwendig, welche
zur Initiierung von Apoptose fiihren. Momentan sind lediglich Signaltransduktionskaskaden
in Myozyten bekannt, bei denen ET-1 und ECE-1 eine Rolle spielen 2™ Diese
Untersuchungen weisen daraufhin, daf3 die mitogenen Effekte tiber den MAP-Kinase-Weg zur
Phosphorylierung des Proteins p38 fithren 4. Moglicherweise trifft dies auch auf renale
Gewebe zu; dies missen weitere Untersuchungen noch zeigen.

V.2.1ll Quantitative Verdnderungen des Expressionsniveaus

Fur die Bewertung der Ergebnisse hinsichtlich der HoOhe der Schwankungen des
Expressionsniveaus im zeitlichen Verlauf stellte sich die Frage, ob insbesondere in der
Spatphase die z.T. massiven Anstiege der Expression real sind, oder es sich um systematische
Melfehler handeln kdnnte.

Insbesondere die Anstiege der Expression von ET-1 nach einer Obstruktionsdauer von 2 und
4 Tagen sowie von ECE-1 nach einer Obstruktionsdauer von 30 Tagen auf das 10- bis 20-
fache warfen diese Fragen auf. Andere Autoren beobachteten dhnlich starke Verénderungen
der Expression, wie z.B. eine um das 29,3-fache (p < 0.001) und 24,3-fache (p < 0.01) erhohte
Expression von ETAR am 3. und 7. Tag nach Ballonangioplastie der A. carotis bei Ratten
(1451 Zum Nachweis wurde ebenfalls die Expression auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR
gemessen. AuBerdem lielen sich die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung durch
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Wiederholung der Messungen bestétigen, so dal offenbar eine erhebliche Variabilitat bei der
Expression von ET-1 und ECE-1 vorliegt. Auch diese Beobachtung spricht daftr, dal das
Endothelinsystem eine entscheidende Rolle bei UUO spielt, denn eine so deutlich erhthte
Expression des starksten Vasokonstriktors ET-1 kénnte allein schon den ischdmiebedingten
renalen Funktionsverlust bei persistierender UUO ausreichend erkléren.

Hinsichtlich der Northern-Blot Technik existiert keine Studie, in der eine zeitliche Kinetik
mit vergleichbarer Genauigkeit bestimmt wurde. Auch in anderen neueren Arbeiten wurde
der Northern-Blot nicht als priméres Nachweisverfahren eingesetzt. Dies ist in der geringeren
Sensitivitat und Spezifitat im Vergleich zur RT-PCR begriindet. Zur Kontrolle der mittels
RT-PCR gewonnenen Daten ist die Methodik jedoch gut geeignet und wurde hier auch
verwendet. Die Ergebnisse aus dieser Untersuchung bestétigen die Ergebnisse der RT-PCR.

V.3 Klinische Bedeutung

Eine Protektion der Nierenfunktion &Rt sich im Wesentlichen durch Vermeidung einer
Ischéamie realisieren. Um dies zu erreichen, gibt es prinzipiell zwei Moglichkeiten; da, wie
bereits erwahnt, im Nierenmark durch Prozesse der Urin-Konzentrierung der hochste renale
Sauerstoffbedarf herrscht, kann entweder das Sauerstoffangebot erhoht, oder der
Sauerstoffverbrauch reduziert werden. Beides resultiert in einer Abnahme der Effizienz der
Urin-Konzentrierung (Isosthenurie) ?2. Bei Isosthenurie kommt es zur Ausscheidung eines
Harns mit »fixiertem«, d.h. von der zugefihrten Flissigkeitsmenge nicht beeinflulRtem
spezifischen Gewicht um 1,010 (maximale Harnosmolalitdt < 850 mosm/kg H,O) als Folge
mangelnder Konzentrationsfahigkeit der — insuffizienten — Niere.

Der Sauerstoffbedarf 1aBt sich beispielsweise durch Hemmung der Energie verbrauchenden
Stoffwechselprozesse der Na'/K*-ATPase in den Tubuli mit Schleifendiuretika wie
Furosemid ! oder Oubain ?® vermindern. Weiterhin mindern auch Prostaglandin E, %,
Cytochrom-P-450-abhéngige Metabolite der Arachidonséure B39 sowie platelet-activating
factor (PAF) [l den O,-Verbrauch im Nierenmark durch Inhibition der tubuldren
Ruckresorption.

Das O,-Angebot &Rt sich intrarenal durch Vasodilatoren wie NO und Prostaglandine
erhdhen, aber auch systemisch durch Steigerung des Herz-Zeitvolumens (HZV) mit positiv
inotropen Medikamenten.

Bisher konnte noch keine wirklich spezifische medikamentdse Therapie gefunden werden.
Insbesondere nach Eintreten einer Noxe, z.B. in Form von Ischdmie als Folge einer
einseitigen Obstruktion der ableitenden Harnwege (Harnleiterstein, oder Kompression durch
Tumor) ist die Therapie auf symptomatische MaRnahmen beschrénkt, bzw. auf das Beheben
der Ursache, was aber haufig mit einer groReren zeitlichen Latenz verbunden ist. Deshalb
spielt die Prophylaxe mit kristalloiden Infusionen zum Ausgleich und Vorbeugen eines
absoluten und relativen Volumenmangels im klinischen Alltag eine entscheidende Rolle.
Weder die Applikation von Dopamin ! oder Mannitol ““ haben im Vergleich hierzu Vorteile
aufweisen konnen. Auch Verapamil ®! erwies sich als unwirksam.

Deshalb koénnte eine medikamentdse Intervention, die das Endothelinsystem betrifft hier
weitergehende therapeutische Potentiale er6ffnen.

Die durch Faktoren des Endothelinsystems vermittelten Auswirkungen lassen sich an
verschiedenen Stellen dieses Systems pharmakologisch beeinflussen. Dies kann z.B. auf
Ebene der Rezeptoren geschehen, etwa durch Antagonisierung des Endothelin A-Rezeptors
28] So haben Benigni et al. in ihrer Ubersichtsarbeit den nephroprotektiven Effekt von
selektiven  sowie nichtselektiven  Endothelinrezeptorantagonisten bei  progressiver
Niereninsuffizienz in Tiermodellen untersucht ™. Sie konnten feststellen, daR die
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eingesetzten  Peptid-Rezeptorantagonisten die  Progression der  Niereninsuffizienz
verlangsamten, was mit einem verlangsamten Parenchymuntergang einher ging. Fur den
Einsatz als Pharmakon beim Menschen ist jedoch die Entwicklung von Nichtpeptid-
Rezeptorantagonisten erforderlich, bevor klinische Studien durchgefiihrt werden kénnen.
Auch die Inhibition der Effekte von postrezeptorieller Signaltransduktion mittels
Kalziumantagonisten ®2lkénnte eine therapeutische Option bieten, da die Vasokonstriktion
mittels Anstieg der intrazellularen Kalziumkonzentration ausgeldst wird. Uber die G-Protein
gekoppelte Aktivierung von Inositol 1,4,5-Trisphosphat (IP3), erfolgt die Freisetzung von
Ca’* aus intrazellularen Speichern via IPs-sensitive Ca®* Kanale.

Ein weiterer Ansatz konnte die pharmakologische Hemmung von ECE-1 (dem
Schrittmacherenzym der ET-1-Synthese) darstellen, um die Produktion von ET-1 aus Big ET-
1 zu verringern. Zwar bindet Big ET-1 ebenfalls an die Endothelinrezeptoren, jedoch ist seine
vasoaktive Wirkung im Vergleich zu ET-1 um den Faktor 100 geringer . Uber einen
derartigen Ansatz liegen allerdings derzeit noch keine Untersuchungen vor.

Neben dem Endothelinsystem ist auch das intrarenale Renin-Angiotensinsystem (RAS) als
Angriffspunkt fir eine pharmakologische Intervention von grofler Bedeutung und steht
wahrscheinlich in enger Beziehung zu den Endothelinen. Cao et al. haben den mdglichen
Nutzen einer doppelten Blockade des RAS durch ACE-Hemmer und AT;:-
Rezeptorantagonisten mit der relativen Effizienz von Endothelinrezeptorantagonisten
verglichen (8] Sie haben festgestellt, dal gegenwartig ACE-Hemmer und AT;-
Rezeptorantagonisten den Endothelinrezeptorantagonisten (berlegen sind, so dal} die
Entwicklung effizienterer Endothelinrezeptorantagonisten abzuwarten bleibt.

Weitere Studien werden kl&ren, ob ggf. neu entwickelte Nichtpeptid-Endothelinrezeptor-

Antagonisten in der Zukunft eine therapeutische Rolle bei der Behandlung von akuter oder
chronischer Niereninsuffizienz durch einen ,,nephroprotektiven Effekt” spielen werden.

64



V1. Ausblick

VI. Ausblick

Mit den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit konnten wichtige Informationen Gber die
Rolle der Endotheline im Verlauf einer unilateralen ureteralen Obstruktion gesammelt
werden. Diese Erkenntnisse sind flr das Verstandnis der Interaktionen aller pathogenetisch
bedeutsamen Faktoren, die im Rahmen des biphasischen Modells der UUO #%%! gine zeitliche
Kinetik aufweisen, bedeutsam. Bei diesem Modell wird die Obstruktion in eine Friih- und
Spatphase aufgeteilt P°*4 Durch die Obstruktion kommt es zu renaler Ischamie mit der
Folge eines Funktionsverlustes des betroffenen Organs, welcher anfanglich reversibel ist. Bei
anhaltender Ischdmie kommt es dann zu morphologischen Verdnderungen und Apoptose, was
sich Kklinisch in einer irreversiblen Niereninsuffizienz manifestiert.

Diese und andere Untersuchungen deuten darauf hin, da den Endothelinen eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese von ischdmiebedingtem renalem Funktionsverlust
zuzuschreiben ist *2#3%1  Bereits in der Frithphase wird die Ischamie durch ET-1-vermittelte
Vasokonstriktion initiiert, was dann in der Spatphase insbesondere im Bereich des
Nierenmarkes zum Nephronenverlust fuhrt 8. Die Wirkung von ET-1 wird in diesem
Zusammenhang uber den ET-A-Rezeptor vermittelt, wobei ET-1 aus Big ET-1 von dem
Schrittmacherenzym ECE-1 abgespalten wird.

Die Wirkung von ET-1 &Rt sich an mehreren Stellen dieses Systems pharmakologisch
beeinflussen, etwa durch Antagonisierung des Endothelin A-Rezeptors 281 oder mittels
Kalziumantagonisten, da die Vasokonstriktion uber einen Anstieg der intrazelluléaren
Kalziumkonzentration ausgelést wird 2. Neben dem Endothelinsystem ist auch das
intrarenale Renin-Angiotensinsystem von groRer Bedeutung und steht wahrscheinlich in enger
Beziehung zu den Endothelinen, so dalR auch hier pharmakologisch, z.B. mit AT;-
Rezeptorantagonisten 28] oder ACE-Hemmern, interveniert werden kann. Auch NO als
potenter Vasodilatator ist geeignet, durch seine antagonistische Wirkung den Effekten von
ET-1 entgegenzuwirken. Hegarty et al. schlagen dazu die systemische Verabreichung vor
da es fir die selektive intrarenale Stimulation der NO-Produktion z. Zt. keine Moglichkeiten
gibt.
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Grundsatzlich ist der Erfolg einer solchen pharmakologischen Intervention umso
wahrscheinlicher, je friiher diese erfolgt. Aber auch in der Spatphase der UUO konnte
dadurch renales Parenchym bis zur Behebung der Ursache (beispielsweise die Extraktion
eines Nierensteines) geschont werden.

Fur das Klinische Handeln in Akutsituationen sind die gewonnenen Erkenntnisse in
Ermangelung geeigneter Nichtpeptid-Endothelinrezeptor-Antagonisten noch nicht wvon
Bedeutung. Allerdings lie8 sich zeigen, dal3 in der Friihphase der Obstruktion ein zu starkes
Absinken der renalen Perfusion durch die vermehrte Synthese von NO %] sowie
Prostaglandinen ™% verhindert wird, wodurch eine Ischdmie in der Frilhphase vermieden
werden kann. Weitere Studien werden kldren, ob ggf. neu entwickelte Nichtpeptid-
Endothelinrezeptor-Antagonisten in der Zukunft eine therapeutische Rolle bei der Behandlung
von akuter oder chronischer Niereninsuffizienz spielen werden, bzw. einen nephroprotektiven
Effekt haben werden. So wurde 2001 mit dem Endothelin-Rezeptorantagonist Bosentan von
der Food and Drug Administration (FDA) in den USA erstmals ein spezifischer Wirkstoff zur

[I?éel(]ainfluriung des Endothelinsystems fiir die Therapie der pulmonalen Hypertonie zugelassen

Die Umsetzung dieser gewonnenen Erkenntnisse wird in der Entwicklung geeigneter
pharmakologischer Interventionsmoglichkeiten zur Therapie bzw. Prévention von
Krankheitsbildern bestehen, deren Pathogenese mit diesen Faktoren verknupft ist, was in
weiteren Studien auf ihre Wirksamkeit Uberpruft werden muf3.
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VIl. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Faktoren des Endothelinsystems bei
unilateraler ureteraler Obstruktion (UUO) im Rattenmodell untersucht. Ziel war es, eine
zeitliche Kinetik dieser Faktoren Uber die beobachtete Obstruktionsdauer von 30 Tagen zu
zeigen, die zur weiteren Charakterisierung des biphasischen Modells der UUO beitragt
[65.73.112153] * Untersucht wurden Endothelin-1 (ET-1), Endothelin-Converting-Enzyme (ECE-
1), Endothelin A-Rezeptor (ETAR) und Endothelin B-Rezeptor (ETBR).

Frihphase der UUO:

ECE-1
Ein Anstieg der Expression der Nieren mit obstruiertem Harnleiter konnte in der Friihphase
der UUO zwar statistisch nicht bestétigt werden, jedoch deutet der Kurvenverlauf zumindest
darauf hin. So sind die Werte nach einer Obstruktionsdauer von 30 Min., 1Std. und 2 Std.
erhoht.

ET-1

Es zeigte sich in der Friihphase der UUO ein erster Anstieg der Expression der Nieren mit
obstruiertem Harnleiter, nicht jedoch in der Kontralateralen. Ein Anstieg nach 2 Std.
Obstruktionsdauer ist zwar zu vermuten, konnte jedoch in der statistischen Auswertung nicht
verifiziert werden (p=0,065). Ebenfalls 1aRt sich bei Obstruktionsdauern von 30 Min., 1 und 2
Std. ein nicht signifikanter Anstieg aller drei Kurven erkennen.

ETAR

Bei der statistischen Analyse der Kurvenverldufe fur den A-Rezeptor konnte bei der
Expression der Nieren mit obstruiertem Harnleiter ein signifikanter Anstieg fur die
Obstruktionsdauer von 30 Min. (p=0,0032) gezeigt werden.

ETBR

In der Frihphase der UUO war die Expression von ETBR aller drei Gruppen konstant; es
konnte keine statistisch signifikante Veranderung der Expression der Nieren mit obstruiertem
Harnleiter gezeigt werden. Allerdings deutet der Kurvenverlauf der nicht-obstruierten Nieren
auf einen moglichen Anstieg in der Frithphase hin.
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Spéatphase der UUO:

ECE-1
Es konnte gezeigt werden, dal die Expression von ECE-1 in der Spétphase der UUO (4 Tage

Obstruktionsdauer: p=0,002; 30 Tage Obstruktionsdauer: p=0,001) in den Nieren mit
obstruiertem Harnleiter signifikant erhoht ist (s. Abbildung 17, Seite 40).

ET-1

Die Expression der Nieren mit obstruiertem Harnleiter in der Spatphase der UUO (2 Tage
Obstruktionsdauer: p=0,002; 4 Tage Obstruktionsdauer: p=0,049; 30 Tage Obstruktionsdauer:
p=0,003) war signifikant erhoht.

ETAR

Bei der Expression der Nieren mit obstruiertem Harnleiter konnte ein signifikanter Anstieg
fur die Obstruktionsdauer von 30 Tagen (p<0,001) gezeigt werden.

ETBR
Die Expression von ETBR ist in der Spatphase der UUO konstant.

Der Expressionsverlauf der Nieren mit nicht obstruiertem Harnleiter und der scheinoperierten
Tiere wies weder in der Frihphase, noch in der Spatphase statistisch signifikante
Schwankungen auf.

Es féllt auf, dall die Expression von ECE-1, ETAR sowie ET-1 in der Spatphase der UUO
ansteigt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daB fir ECE-1,ET-1 sowie wahrscheinlich
auch ETAR eine zeitliche Kinetik bei UUQ existiert, wodurch ihre Rolle bei der Pathogenese
dieser Erkrankung weiter untermauert wird 382!

Dabei vermittelt ET-1 mit ECE-1 als Schrittmacherenzym (ber den A-Rezeptor eine
anhaltende renale Vasokonstriktion, was auch durch den potenten Vasodilatator NO nicht
ausreichend kompensiert werden kann. Diese ischdmische Noxe im Bereich des ohnehin nur
eben ausreichend oxygenierten Nierenmarkes “® ist fir den Verlust von Nephronen und
letztlich somit Klinisch fur den Verlust der Nierenfunktion des betroffenen Organs
verantwortlich.  Die Beobachtung, dal die Expression des B-Rezeptors, der mittels
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NO-Synthese Vasodilatation vermittelt dagegen nicht ansteigt, ist ein zusétzlicher Beleg fiir
das Uberwiegen der Vasokonstriktoren gegentber den Vasodilatoren.

Andere Untersuchungen deuten darauf hin, dal3 eine pharmakologische Intervention, z.B.
durch ETAR-Antagonisten oder Kalziumantagonisten geeignet ist, die ET-1, bzw. ETAR
vermittelte VVasokonstriktion zu inhibieren und so den Nieren-Funktionsverlust bei der UUO
zu begrenzen [638285]

Weiterhin ergaben sich bei der Auswertung der Kurvenverlaufe Hinweise auf Schwankungen
im Expressionsniveau bei folgenden Faktoren: Ein Anstieg von ECE-1 und ET-1 in der
Frihphase ist zu vermuten, konnte aber nicht als statistisch signifikant nachgewiesen werden.
Ein Anstieg des Expressionsniveaus ist auRerdem flr den B-Rezeptor zu vermuten, da dieser
Vasodilatation vermittelt, wodurch die Friihphase gekennzeichnet ist. Fir das genauere
Verstandnis der Rolle der Endotheline bei UUO ist eine weitere Analyse an diesen Stellen
erforderlich.
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IX.4 Oligonukleotid-Sequenzen

Primer

GAPDH s
GAPDH a

ECE-1s
ECE-1a
ET-1s
ET-1a
ETAR s
ETAR a

Sequenz FragmentgroRe
5-TCCCTCAAGATTGTCAGC-3' 308 bp
5-AGATCCACAACGGATACA-3'
5-CGTAGCGATAGTCTTAGCAC-3' 529 bp

5-GTGCCACACCAAAACTACAG-3
S5-TCTTCTCTCTGCTGTTTGTGGCTT-3" 407 bp
S-TCTTTTACGCCTTTCTGCATGGTA-3'
5-AGTGCTAATCTAAGCAGCCAC-3 491 bp
5-CAGGAAGCCACTGCTCTGTAC-3'
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ETBRs 5-TTCCAACTCCAGTCTGATGCG-3' 638 bp
ETBR's 5-CTGTCTTGTAAAACTGCATGAAG-3'
Tabelle 8: Primerliste (s: sense; a: antisense)
IX.5 Statistik
IX.5.1 ECE-1
Estimates
Standard
Gruppe Estimate | Error DF |t Value | Pr > It
A 0.1140 0.2008 19 10.57 0.5767
B -0.3236 0.2008 19 |-1.61 0.1234
C -0.1110 0.2008 19 1-0.55 0.5869
D -0.4102 0.2108 19 |-1.95 0.0666
E 0.1464 0.1660 19 10.88 0.3887
F 0.06285 0.2258 19 10.28 0.7838
G -0.01814 |0.2108 19 1-0.09 0.9323
H -0.2343 0.1487 19 |-1.58 0.1316
I § -0.7729 0.1669 19 |-4.63 0.0002
J -0.8104 0.1663 19 |-4.87 0.0001
Tabelle 9: Testung auf Signifikanz fir ECE-1
IX.5.11 ET-1
Estimates
Standard
Gruppe Estimate | Error DF |t Value | Pr > It
A 0.2704 0.2482 19 |1.09 0.2896
B 0.4220 0.2482 19 |1.70 0.1054
C -0.3873 0.2482 19 |-1.56 0.1352
D -0.7578 0.2482 19 |-3.05 0.0065
E -0.04148 10.2124 19 1-0.20 0.8472
F -0.1222 0.2482 19 1-0.49 0.6280
G -0.1432 0.2482 19 1-0.58 0.5706
H -0.8617 0.1888 19 |-4.56 0.0002
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IX.5.11 ETAR

IX.5.1IV ETBR

Estimates

Standard
Gruppe Estimate | Error DF |t Value | Pr > It
I -0.6866 0.2160 19 |-3.18 0.0049
J -0.8525 0.1957 19 |-4.36 0.0003
Tabelle 10: Testung auf Signifikanz fur ET-1
Estimates

Standard
Gruppe Estimate | Error DF |t Value | Pr > It
A 0.07251 0.5524 19 10.13 0.8969
B -1.8655 0.5524 19 |-3.38 0.0032
C 0.4063 0.5524 19 10.74 0.4710
D 0.7965 0.5524 19 |1.44 0.1656
E -0.05602 0.4724 19 |-0.12 0.9068
F 1.2333 0.5524 19 |2.23 0.0378
G 0.3964 0.5524 19 10.72 0.4817
H -0.4679 0.3973 19 |-1.18 0.2535
1 -1.0879 0.4807 19 |-2.26 0.0356
J -3.0922 0.4345 19 |-7.12 <.0001
Tabelle 11: Testung auf Signifikanz fur ETAR
Estimates

Standard
Gruppe Estimate | Error DF |t Value | Pr > It
A 0.1741 0.3769 18 10.46 0.6496
B 0.2173 0.3769 18 10.58 0.5713
C 0.3529 0.3769 18 10.94 0.3615
D -0.6359 0.3769 18 |-1.69 0.1088
E -0.4019 0.3354 18 |-1.20 0.2464
F 0.9300 0.3769 18 |2.47 0.0239
G 0.6272 0.4179 18 |1.50 0.1508
H 0.2902 0.2837 18 |1.02 0.3199
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Estimates

Standard
Gruppe Estimate | Error DF |t Value | Pr > It
I 0.06546 0.3278 18 10.20 0.8440
J 0.2301 0.2978 18 0.77 0.4497

Tabelle 12: Testung auf Signifikanz fur ETBR

IX.5.V Legende der Proben von Abbildung 16, Seite 39

Obstruktionsdauer Niere Probenname Slot #
2 Tage obstruiert H1L 1
6 Std. obstruiert E2L 2
4 Tage obstruiert 11La 3
4 Tage obstruiert 12L 4
4 Tage scheinoperiert I5L 5
4 Tage nicht obstruiert  11Ra 6
4 Tage nicht obstruiert  I12R 7
4 Tage nicht obstruiert  11Rb 8
4 Tage scheinoperiert I5SR 9
30 Tage obstruiert J1L 10
30 Tage obstruiert J2La 11
30 Tage obstruiert J2Lb 12
4 Tage obstruiert I1Lb 13
30 Tage nicht obstruiert  JIR 14
30 Tage nicht obstruiert  J2Ra 15
30 Tage nicht obstruiert  J2RDb 16
30 Tage scheinoperiert J5R 17
30 Tage scheinoperiert J5L 18
2 Tage obstruiert H2L 19
2 Tage obstruiert H8L 20
2 Tage scheinoperiert HIL 21
2 Tage nicht obstruiert H1R 22
2 Tage nicht obstruiert H2R 23
2 Tage nicht obstruiert  H8R 24
2 Tage scheinoperiert HIR 25
6 Std. obstruiert E1L 26
6 Std. obstruiert E4L 27

Tabelle 13: Legende der Proben von Abbildung 16, Seite 39
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Abstract

Die postrenale Obstruktion ist der hdufigste pathologische Zustand des Urogenitalsystems. In
der Frihphase kommt es durch eine Vasodilatation am Vas afferens zu einer Steigerung der
Nierendurchblutung. Dagegen ist die Spatphase durch eine renale Vasokonstriktion gepréagt
(sog. biphasisches Modell der unilateralen ureteralen Obstruktion). Welche (vasoaktiven)
Substanzen die Reaktion auf die unilaterale ureterale Obstruktion insbesondere im zeitlichen
Verlauf bestimmen ist nicht im Detail verstanden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Expression von Faktoren des Endothelinsystems bei unilateraler ureteraler Obstruktion
(UUO) im Rattenmodell untersucht.
Die Nieren von méannlichen Sprague-Dawley-Ratten wurden an zehn definierten
Zeitintervallen (0 bis 30 Tage) nach Beginn einer unilateralen ureteralen Obstruktion
entnommen und untersucht. In jeder Gruppe wurden scheinoperierte Tiere als Kontrolle
mitgefihrt, um den Einfluss des Operationsstresses zu ermitteln. Die mRNA-Expression von
Endothelin-1 (ET-1), Endothelin-Converting-Enzyme (ECE-1), Endothelin A-Rezeptor
(ETAR) und Endothelin B-Rezeptor (ETBR) wurde mittels semiquantitativer RT-PCR
untersucht. Daruber hinaus wurden Northern Blots zur Validierung der RT-PCR Ergebnisse
eingesetzt.

In der Frihphase ergaben sich bei der Auswertung der Kurvenverldufe Hinweise auf
Anderungen des Expressionsniveaus folgender Faktoren: Es zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der Expresion von ETAR der obstruierten Nieren. Ein Anstieg von ECE-1 und ET-1
in der obstruierten Niere wurde beschrieben, konnte aber nicht als statistisch signifikant
nachgewiesen werden. Daruber hinaus wurde ein ebenfalls nicht-signifikanter Anstieg der
Expression des Endothelin B-Rezeptors, der eine Vasodilatation vermittelt, in der nicht-
obstruierten Niere beobachtet.
Als wesentlicher Befund konnte in der Spatphase der UUO ein signifikanter
Expressionsanstieg von ECE-1, ETAR sowie ET-1 in der obstruierten Niere nachgewiesen
werden.
Der Expressionsverlauf der untersuchten Gene in den Nieren mit nicht obstruiertem Harnleiter
und der scheinoperierten Tiere wies weder in der Friihphase, noch in der Spétphase statistisch
signifikante Unterschiede auf.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, daR fir ECE-1, ET-1 sowie wahrscheinlich
auch ETAR eine zeitliche Kinetik bei UUO existiert, wodurch ihre Rolle bei der Pathogenese
dieser Erkrankung weiter untermauert wird. Dabei vermittelt ET-1 mit ECE-1 als
Schrittmacherenzym Uber den A-Rezeptor eine anhaltende renale VVasokonstriktion. Die durch
die ET-1 vermittelte Vasokonstriktion induzierte Minderdurchblutung des ohnehin nur eben
ausreichend oxygenierten Nierenmarkes konnte mal3geblich fir den Verlust von Nephronen
und letztlich somit klinisch fir den Verlust der Nierenfunktion des betroffenen Organs
verantwortlich sein. Die Beobachtung, daR die Expression des B-Rezeptors, der mittels NO-
Synthese Vasodilatation vermittelt, konstant bleibt, ist ein zusétzlicher Beleg fur das
Uberwiegen der Vasokonstriktoren gegeniiber den Vasodilatoren.

Fur das genauere Verstdndnis der Rolle der Endotheline bei UUO ist eine weitere Analyse
an diesen Stellen erforderlich.

PD Dr. med. Marc-Oliver Grimm

89



