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I	

Z u s a m m e nf a s s u n g 	

Di e	  Ni er e	 s pi elt	 als	  H ar n	 bil d e n d es	  Or g a n	 ei n e	 ü b er g e or d n et e	 R oll e	 b ei	 d er	

Bl ut dr u c kr e g ul ati o n	 u n d	 E ntst e h u n g 	 v o n	  H y p ert o ni e.	 A n gi ot e nsi n	 II ,	 d er	  wi c hti gst e	

M et a b olit 	d es	 R e ni n -A n gi ot e nsi n -S yst e m s, 	st e u ert	 d e n 	S al z -	u n d	  W ass e r h a us h alt	 d es	

K ör p ers 	 ü b er	 d e n	 A n gi o t e nsi n	 II	 T y p	 1	 R e z e pt or,	  w el c h er	 a uf	 d e n	  G ef ä ß e n	 u n d	 i m	

g es a mt e n	 T u b u l uss yst e m	 d er	  Ni er e	 e x pri mi ert	 ist.	 S o	 f ü hrt	 ei n e	 A kti vi er u n g	 d es	 A T 1	

R e z e pt ors	z u 	N atri u m -	u n d	 W ass er r ü c kr es or pti o n	 u n d	s o mit	z u	 ei n e m	B l ut dr u c k a nsti e g.	

A n d er ers eits	 f ü hrt	 d er	 V erl ust	 d es	 A T 1-R e z e pt ors	 z u	  H y p ot o ni e .	 I nt er ess a nt er w eis e	

k o n nt e n	 wir	i n	 M a us v ers u c h e n	f estst ell e n,	 d ass	 n a c h	 A n g	II	I nf usi o n	 Pr ost a gl a n di n e	i m	

Uri n	 z u	 fi n d e n	  w ar e n.	 G e n e x pr essi o ns a n al ys e n	 a us	  M a us ni er e n	 z ei gt e n,	 d ass	 i n	 d er	

M e d ull a 	v o n	 A n g	II	 b e h a n d elt e n	 M ä us e n	 si g nifi k a nt	 h o h e	 C O X -2	 m R N A	 v or h a n d e n	ist.	

C O X -2	 ist	 d as	 e nts c h ei d e n d e	 E n z y m	 b ei	 d er	 E ntst e h u n g	 d er	 v as o dil at at oris c h	 u n d	

n atri ur etis c h	  wir ks a m e n	 Pr ost a gl a n di n e .	 I m m u n hist o c h e mis c h	 k o n nt e n	  wir	 C O X-2	 i n	

d e n	 Z wis c h e n z ell e n	 d es	 S a m m elr o hrs	 l o k alisi er e n.	 Z wis c h e n z ell e n,	 d er e n	 pri m är e	

A uf g a b e	 di e	 R e g ul ati o n	 d es	 S ä ur e -B as e n -H a us h al t es	ist,	k ö n nt e n	 d ur c h	 d e n	 Ei nfl uss	 d er	

Pr ost a gl a n di n e	 als	l et zt e	I nst a n z	i m	 T u b ul us yst e m	 e nts c h ei d e n d	 di e	 Z us a m m e ns et z u n g	

d es	 Uri ns	 u n d	 s o mit	 d e n 	Bl ut dr u c k 	b e ei nfl uss e n .	D er	 g e n a u e	 Si g n al w e g,	 wi e	 A n g	II	 z u	

ei n er	 C O X -2	 E x pr essi o n	 i n	 Z wis c h e n z ell e n	f ü hrt,	ist	 bis	 h e ut e	 ni c ht	 b e k a n nt. 	D es w e g e n	

f ü hrt e n	 wir	 Z ell v ers u c h e	 mit	 M a di n	 D ar b y	 C a ni n e	 Ki d n e y 	Z ell e n	 d ur c h.	 Di es e	 s pi e g el n	

Z wis c h e n z ell e n	 wi d er.	 Ei n e	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	 d er	 Z ell e n	 f ü hrt e	i n	 W est er n	 Bl ot	 A n al ys e n	

z u	 ei n er	 si g nifi k a nt	 h o h e n	 C O X -2	 E x pr essi o n.	 M itt els	 E LI S A	s a h e n 	wir ,	 d ass	n a c h	 A n g	II	

Sti m ul ati o n	 i m	 Z ell m e di u m	 h o h e	 Pr ost a gl a n di n	E 2 	K o n z e ntr ati o n e n	 v or h a n d e n	 w ar e n.	

I nt er ess a nt er w eis e	 k o n nt e n	 di e	 C O X-2	 E x pr essi o n	 u n d	 di e	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	

d ur c h	 d e n	 Ei ns at z	 ei n es	 s el e kti v e n	 M A P K	 p 3 8	I n hi bit or	 S B	 2 0 2 1 9 0	 si g nifi k a nt	i n hi bi ert	

w er d e n. 	Wir	 z ei gt e n ,	 d ass	 di e	 A kti vi er u n g	 d es	 A T 1-R e z e pt os	  G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt	 ist.	

N a c h	 Tr a nsf e kti o n	 ei n es	 m uti ert e n	 A T 1 -R e z e pt ors,	 b ei	 d e m	 wi c hti g e	 Bi n d u n gsst ell e n	f ür	

G -Pr ot ei n e	 f e hl e n,	 er hi elt e n	  wir	 d e n n o c h	 ei n e	 C O X -2 	 A nt w ort,	 s o d ass	  wir	 d ar a us	

s c hli e ß e n,	 d ass	 es	 a u c h	 ei n e	  G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g e	 A kti vi er u n g	 d es	 A T 1 -R e z e pt ors	

g e b e n	  m u ss.	 ß -Arr esti n	 st e ht	 i n	 Z us a m m e n h a n g	  mit	 d e m	  G -pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g e n	

Si g n al w e g	 u n d	 k ö n nt e	 d a h er 	ei n e	 S c hl ü s s elr oll e	 s pi el e n .	 S o	 g e n a n nt e	 bi a s e d	 li g a n ds 	

a kti vi er e n	s el e kti v	 d e n	 ß -Arr esti n	 a b h ä n gi g e n	 Si g n al w e g,	 w o d ur c h	 n e u e	t h er a p e utis c h e	

A ns ät z e	 i n	 d er	 H y p ert o ni e b e h a n dl u n g	e ntst e h e n	 k ö n nt e n.	 	



	
II	

A b str a ct 	

T h e	 ki d n e y	 pl a ys	 a n	i m p ort a nt	r ol e	i n	 t h e	r e g ul ati o n	 of	bl o o d 	pr ess ur e	 a n d	 d e v el o p m e nt	

of	 h y p e rt e nsi o n.	 A n gi ot e nsi n	II,	t h e	 m ai n	 m et a b olit e	 of 	t h e	 R e ni n-A n gi ot e nsi n -s yst e m ,	

r e g ul at es	s alt -	a n d	 w at er	 h o m e ost asis 	t hr o u g h	a cti v ati n g	 A n gi ot e nsi n	II	t y p e	 1	r e c e pt ors, 	

w hi c h	 ar e 	e x pr es s e d	 i n	t h e	 v ess els	 a n d	thr o u g h o ut	t h e	 w h ol e	 n e p hr o n.	 A cti v ati o n	 of	t h e	

A T 1	 r e c e pt or	l e a ds	 t o	 s o di u m	 a n d	 w at er	 r e a bs or pti o n,	 w hi c h	 pr o m ot es	 h y p ert e nsi o n .	

O n	 t h e	 ot h er	 h a n d ,	 d el eti o n	 of	 t h e	 A T 1	 r ec e pt or	 l e a ds	 t o	 h y p ot e nsi o n.	 I nt er esti n gl y,	

i nf usi o n	 of	 A n g	II	i n	 mi c e	l ed	t o	 hi g h er 	c o n c e ntr ati o n 	of	 uri n ar y	 pr ost a n oi ds.	 M or e o v er,	

c hr o ni c	 A n g	II	i nf usi o n	i n cr e as e d	 g e n e	 e x pr essi o n	 of	 m R N A	 of	 m e d ull a	i n	 mi c e.	 C O X -2	i s	

t h e	  m ai n	 e n z y m e	 i n	t h e	 g e n er ati o n	 of	t h e	 v as o dil at or	 a n d	 n atri ur eti c	 pr os t a n oi ds.	 I n	

t h at	 w a y,	t h e	 h y p ert e nsi v e	 eff e cts	 of	 A n g	II	c o ul d 	b e	 m o d ul at e d	 b y	i n cr e as e d 	g e n er at i o n	

of	 v as o dil at at or	 a n d	 n atri ur eti c	 pr ost a n oi d s 	 i n	 h y p ert e nsi v e	  mi c e.	  Wit h	

i m m u n o hist o c h e mistr y	 w e	s h o w e d	t h at	 C O X-2	 c o -l o c ali z es	 wit h	i nt er c al at e d	 c ells	of	t h e	

c oll e cti n g	 d u ct ,	 w hi c h	 n or m all y	r e g ul at e	t h e	 a ci d-b as e	 b al a n c e. 	T h e	 e x a ct	 p at h w a y	 h o w 	

A n g	II	 in d u c es 	C O X -2	 g e n er ati o n	i n	i nt er c al at e d	 c ells	 is	n ot	 k n o w n	 y et.	 T o	 e x a mi n e	t his 	

p at h w a y,	 w e	 us e d	 M a di n	 D ar b y	 C a ni n e	 Ki d n e y	 c ells	 t o	 p erf or m	 o ur	 e x p eri m e nts.	 T his	

c ells	 h a v e	 c h ar a ct eristi cs	 of	 i nt er c al at e d	 c ells.	 A n g	 II	 sti m ul ati o n	 l e d	 t o	 hi g h	 C O X -2	

e x pr es s i o n	i n	 west er n	 bl ot	 a n al ysis.	 I n	li n e	 wit h	t his	 o bs er v ati o n,	 pr ost a gl a n di n	 E2 	w a s	

i n cr e a s e d	i n	 c ell	 m e di a.	R e m ar k a bl y,	 C O X -2	 pr ot ei n	l e v els	 a n d 	pr ost a n oi d	 E 2 	e x cr eti o n	

c o ul d	 b e	 i n hi bit e d	 b y	 usi n g	 a	 s el e cti v e	  M A P K	 p 3 8	 i n hi bit or	 S B	 2 0 2 1 9 0.	  W e	 c o ul d	

d e m o nstr a t e	 t h at	 a cti v ati o n	 of	 A T 1	 r e c e pt or	  w as	 d e p e n d e nt	 of	  G -pr ot ei ns.	 Aft er	

tr a nsf e cti o n	 of	 a	  m ut a nt	 A T 1	 r e c e pt or,	  w hi c h	 l a c ks 	 i m p ort a nt	 bi n di n g	 sit es	 f or	  G-

pr ot ei ns,	 w e	 still	 r e c ei v e d	 hi g h 	a m o u nt	 of	 C O X -2	 e x pr essi o n	i n	 w est e r n	 bl ot	 a n al ysis,	

s u g g esti n g	 t h at	 t h e r e	 is	 als o	 a	  G-pr ot ei n	 i n d e p e n d e nt	  w a y	 of	 sti m ul ati n g	 C O X -2	

e x pr es si o n.	 As	 ß -arr esti n	 is	 als o	 k n o w n	 t o	 a cti v at e	 t h e	  G-pr ot ei n	 i n d e p e n d e nt	 c ell	

si g n ali n g,	 ß -Arr esti n	 c o ul d	 pl a y	 a	 m aj or	 r ol e	i n	 a cti v ati n g	 t his	 alt er n ati v e	 p at h w a y.	 S o	

c all e d	 bi as e d	li g a n ds	 ar e	 a bl e	t o	 bl o c k	 t h e	 G-pr ot ei n	 d e p e n d e nt	 p at h w a y,	 b ut	i n d u c e	t h e	

ß -arr esti n	 d e p e n d e nt	 p at h w a y .	 T h es e	 r es ults	 c o ul d	 c h a n g e	 t h e	 tr e at m e nt	 of	

h y p ert e nsi o n. 	

	



	
III	

A b k ür z u n g s v er z ei c h ni s 	

A b b. 	 A b bil d u n g 	 M 	 M ol	 pr o	 Lit er 	

A D H 	 A nti di ur eti s c h e s	 H or m o n 	 m A B 	 M o n o cl o n al	 A nti b o d y 	

A K 	 A nti k ör p er 	 M A P K 	 Mit o g e n	 a kti vi ert e	 Pr ot ei n	

Ki n a s e 	

A C E 	 A n gi ot e n si n	 C o n v erti n g	

e n z y m e 	

M D C K 	 M a di n	 D ar b y	 C a ni n e	 Ki d n e y 	

A n g	II 	 A n gi ot e n si n	II 	 M E K 	 M A P K / E R K	 Ki n a s e 	

A P S 	 A m m o ni u m p er o xi d di s ulf at 	 m g 	 Milli gr a m m 	

A Q P 2 	 A q u a p ori n	 2 	 m i n	 Mi n ut e 	

A S 	 A mi n o s ä ur e 	 ml 	 Millilit er 	

A T 1 -

R e z e pt or 	

A n gi ot e n si n	II	 T y p	 1	 R e z e pt or 	 m M 	 Milli m ol ar 	

° C	 Gr a d	 C el si u s 	 µ g 	 Mi kr o gr a m m 	

c D N A 	 K o m pl e m e nt är e	

D e s o x yri b o n u kl ei n s ä ur e 	

µl 	 Mi kr olit er 	

C O X 	 C y cl o o x y g e n a s e 	 N A D P H 	 Ni c oti n a mi d a d e ni n di n u kl e oti d -

p h o s p h at 	

D A G 	 Di a c yl gl y c eri n 	 P A G E 	 P ol y a cr y a m i d	

G el el e ktr o p h or e s e 	

D M S O 	 Di m et h yl s ulf o xi d 	 P B S 	 P h o s p h at e	 b uff er e d	 s ali n e 	

D N A 	 D e s o x yri b o n u kl ei n s ä ur e 	 P C R 	 P ol y m er a s e	 C h ai n	 R e a cti o n 	

E C L 	 E n h a n c e d	

C h e mil u mi n e s c e n c e 	

P e n / Str e p 	 P e ni cilli n / Str e pt o m y ci n 	

E D T A 	 Et h yl e n di a mi nt etr a e s si g s ä ur e 	 P G 	 Pr o st a gl a n di n 	



	
I V	

E G F R 	 E pi d er m al	  Gr o wt h	 F a ct or	

R e c e pt or 	

P K C 	 Pr ot ei n ki n a s e	 C 	

E LI S A 	 E n z y m e -li n k e d	

I m m u n o s or b e nt	 A s s a y	

R A S 	 R e ni n -A n gi ot e n si n -S y st e m 	

E N a C 	 E pit h eli al er	 N atri u m k a n al 	 R N A 	 Ri b o n u kl ei n s ä ur e 	

E R K 	 E xtr a c ell ul ar -si g n al	 r e g ul at e d	

Ki n a s e s 	

R O S 	 R e a cti v e	 O x y g e n	 S p e ci e s 	

F B S 	 F et al	 B o vi n e	 S er u m 	 r p m	 R o u n d s	 p er	 mi n ut e 	

F C S 	 F et al	 C alf	 S er u m 	 R T 	 R a u mt e m p er at ur 	

g D N A 	 G e n o mi s c h e	

D e s o x yri b o n u kl ei n s ä ur e 	

S D S 	 S o di u m d o d e c yl s ulf at 	

G F P 	 Gr e e n 	Fl u or e s c e nt 	Pr ot ei n 	 s e k 	 S e k u n d e n 	

H 	 St u n d e 	 S E M 	 St a n d ar d	 Err or	 of	t h e	 M e a n 	

H E K -Z ell e n 	 H u m a n	 E br y o ni c	 Ki d n e y 	

Z ell e n 	

T A E 	 Tri s -A c et at -E D T A 	

H P L C 	 Hi g h	 P erf or m a n c e	 Li q ui d	

C hr o m at o gr a p h y 	

T E M E D 	 N, N, N’, N’ -

T etr a m et h yl et h yl e n di a mi d 	

H R P 	 H or s er a di s h	 P er o xi d a s e 	 T RI S 	 Tri s( h y dr o x y m et h yl) -

a mi n o m et h a n 	

I P3 	 I n o sit oltri p h o s p h at	 V E -W a s s er 	 V oll e nt s al zt e s	 W a s s er 	

J N K	 c -J u n-N -t er mi n al e	 Ki n a s e n	 V S V G 	 v e si c ul ar	 st o m atiti s	 vir u s	

gl y c o pr ot ei n 	g 	

L 	 Lit er 	 	 	

	

	 	



	
V 	

I n h alt s v er z ei c h ni s	

1 	 Ei nl eit u n g 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	 1 	

1. 1 	 R e ni n -A n gi ot e n si n -S y st e m 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	2 	

1. 2 	 A n gi ot e n si n	II	 Si g n al w e g 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	6 	

1. 2. 1 	 G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt er	 Si g n al w e g 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	6 	

1. 2. 2 	 ß -Arr e sti n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	7 	

1. 3 	 C y cl o o x y g e n a s e n	 u n d	 Pr o st a gl a n di n e	i n	 d er	 Ni er e 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	8 	

1. 4 	 Zi el e	 d er	 Ar b eit 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	1 1 	

2 	 M at eri al	 u n d	 M et h o d e n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	 1 2 	

2. 1 	 M at eri al 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	1 2 	

2. 1. 1 	 E n z y m e -li n k e d	I m m o n u s or b e nt	 A s s a y	( E LI S A)	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	1 2 	

2. 1. 2 	 G e n e x pr e s si o n s a n al y s e n 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	1 2 	

2. 1. 3 	 I m m u nfl u or e s z e n z	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	1 4 	

2. 1. 4 	 Z ell k ult ur 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	1 5 	

2. 1. 5 	 C h e mi k ali e n	i m	 L a b or 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	1 8 	

2. 1. 6 	 Pr ot ei n a n al y s e n 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	2 0 	

2. 1. 7 	 V er br a u c h s m at e ri ali e n	 u n d	 G er ät e	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	2 2 	

2. 1. 8 	 S oft w ar e	 u n d	 St ati sti k 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	2 4 	

2. 2 	 M et h o d e n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	2 5 	

2. 2. 1 	 Pr o st a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	i n	 2 4 h	 S a m m el uri n	 v o n	 M ä u s e n 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	2 5 	

2 . 2. 2	 E n z y m e -li n k e d	I m m u n o s or b e nt	 A s s a y	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	2 5 	

2. 2. 3 	 R N A -I s oli er u n g	 a u s	 Ni er e n g e w e b e	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	2 7 	

2. 2. 4 	 R e v er s e	 Tr a n s kri pti o n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	2 8 	

2. 2. 5 	 P ol y m er a s e -K ett e nr e a kti o n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	2 8 	

2. 2. 6 	 Q u a ntit ati v e	 R e al -Ti m e	 P C R	( q P C R) 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	3 0 	

2. 2. 7 	 H er st ell u n g	 d er	 Kr y o s c h nitt e	 a u s	 Ni er e n g e w e b e 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	3 1 	

2. 2. 8 	 I m m u nfl u or e s z e n zf är b u n g	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	3 2 	

2. 2. 9 	 M a di n	 D ar b y	 C a ni n e	 Ki d n e y	 Z ell e n 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	3 3 	

2. 2. 1 0 	 Tr a n s d u kti o n	 d er	 M a di n	 D ar b y	 C a ni n e	 Ki n d e y	 Z ell e n	 mit	 d e m	 A T 1 -R e z e pt or 	_ 	3 3 	

2. 2. 1 1 	 M a di n	 D ar b y	 C a ni n e	 Ki d n e y	 Z ell e n	i n	 d er	 Z ell k ult ur 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	3 5 	

2. 2. 1 2 	 V er s u c h s a uf b a u 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	3 6 	

2. 2. 1 3 	 Pr ot ei ni s ol ati o n	 a u s	 M D C K	 Z ell e n 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	3 7 	

2. 2. 1 4 	 S D S -P ol y a cr yl a mi d -G el el e ktr o p h or e s e 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	3 7 	

2. 2. 1 5 	 W e st er n	 Bl ot 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	3 8 	

2. 2 . 1 6	 A u s w ert u n g	 d er	 Er g e b ni s s e 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	4 0 	

3 	 Er g e b ni s s e 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	 4 1 	

3. 1 	 A n gi ot e n si n	II	I nf u si o n	f ü hrt	 z u	 Pr o st a gl a n di n a u s s c h ütt u n g	i m	 Uri n	 d er	 M a u s 	_ _ _ 	4 1 	

3. 2 	 A n gi ot e n si n	II	 b e wir kt	 er h ö ht e 	C O X -2	 m R N A	i n	 d er	 M e d ull a 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	4 2 	

3. 3 	 I m m u n hi st o c h e mi s c h er	 N a c h w ei s	 v o n	 C O X-2	i n	r e n al e n	 Z wi s c h e n z ell e n 	_ _ _ _ _ _ _ 	4 3 	

3. 4 	 A n gi ot e n si n	II	 sti m uli ert	 di e	 C O X -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 A T 1	 Z ell e n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	4 5 	

3. 5 	 A n gi ot e n si n	II	 Si g n altr a n s d u kti o n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	4 6 	

3. 5. 1 	 A n gi ot e n si n	II	 a kti vi ert	 d e n	 G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt e n	 Si g n al w e g 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	4 6 	

3. 5. 2 	 A n gi ot e n si n	II	 a kti vi ert	 Mit o g e n -a kti vi ert e	 Pr ot ei n ki n a s e n	( M A P -Ki n a s e n) 	_ _ _ 	4 7 	



	
VI 	

3. 5. 3 	 P 3 8 -M A P -Ki n a s e 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	4 7 	

3. 5. 4 	 E xtr a c ell ul ar -si g n al	 R e g ul at e d	 Ki n a s e	( E R K) 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	4 9 	

3. 5. 5 	 Z u s a m m e n h a n g	 z wi s c h e n	 R e a kti v e n	 S a u er st off s p e zi e s	( R O S),	 A n gi ot e n si n	II	 u n d	

C O X -2 	 5 2 	

3. 6 	 Pr o st a gl a n di n k o n z e ntr ati o n e n	 d er	 Sti m ul ati o n s v er s u c h e 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	5 3 	

3. 6. 1 	 A n gi ot e n si n	II	 b e wir kt	 Pr o st a gl a n di n pr o d u kti o n	i n	 M D C K	 Z ell e n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	5 4 	

3. 6. 2 	 Pr o st a gl a n di n pr o d u k ti o n	 wir d	 d ur c h	 C al p h o sti n	 C	i n hi bi ert	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	5 5 	

3. 6. 3 	 Pr o st a gl a n di n pr o d u kti o n	 wir d	 d ur c h	 S B	 2 0 2 1 9 0	i n hi bi ert 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	5 5 	

3. 7 	 A n gi ot e n si n	II	 sti m uli ert	 di e	 C O X -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 DD 3 1 9	 Z ell e n 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	5 6 	

3. 7. 1 	 Z eit ki n eti k	i n	 M D C K	 D 3 1 9	 Z ell e n 	 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	5 7 	

3. 7. 2 	 G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt er	 Si g n al w e g	 Pr ot ei n ki n a s e	 C	 Si g n al w e g 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	5 8 	

3. 7. 3 	 A n gi ot e n si n	II	 a kti vi ert	 M A P -Ki n a s e n	i n	 M D C K	 D 3 1 9	 Z ell e n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	5 9 	

3. 7. 4 	 P 3 8 -M A P -Ki n a s e 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	5 9 	

3. 7. 5 	 E xtr a c ell ul ar -si g n al	 R e g ul at e d	 Ki n a s e	( E R K) 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	6 0 	

4 	 Di s k u s si o n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	 6 2 	

4. 1 	 A n gi ot e n si n	II	 B e h a n dl u n g	i n	 M ä u s e n	f ü hrt	 z ur	 P r o st a gl a n di n a u s s c h ütt u n g	i m	 Uri n

	 6 2 	

4. 2 	 B e d e ut u n g	 d er	 Z wi s c h e n z ell e n	f ür	 di e	 Bl ut dr u c kr e g ul ati o n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	6 3 	

4. 3 	 A n gi ot e n si n	II	 Si g n al w e g	i n	 M D C K	 A T 1	 Z ell e n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	6 5 	

4. 4 	 A n gi ot e n si n 	II	 a kti vi ert	i n	 M D C K	∆ 3 1 9	 Z ell e n	 d e n	 ß -Arr e sti n	 v er mitt elt e n	 Si g n al w e g

	 6 9 	

5 	 S c hl u s sf ol g er u n g e n 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	 7 2 	

6 	 Lit er at ur -	u n d	 Q u ell e n v er z ei c h ni s 	_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 	 7 5 	



	
1 	

1  Ei nl eit u n g	 	

Di e	 Ni er e	 st e ht	 d ur c h	 z a hlr ei c h e	 A uf g a b e n	i m	 Z e ntr u m	 v o n	 wi c hti g e n	 p h ysi ol o gis c h e n	

A bl ä uf e n 	i m	 K ör p er.	Si e	s c h ei d et	 h ar n pfli c hti g e	 S u bst a n z e n	 a us,	st e u ert	 d e n	 S ä ur e -	u n d	

B as e n h a us h alt,	 pr o d u zi ert	  H or m o n e	 u n d	 E n z y m e.	 Si e	 r e g uli ert	 d e n 	 W ass er -	 u n d	

El e ktr ol yt h a us h al t	d ur c h	 Filtr ati o n,	 M o difi k at i o n	 u n d	 K o n z e ntri er u n g	 d es	 Pri m är h ar ns	

u n d	 ü bt	 d a d ur c h	 ei n e n	 e nts c h ei d e n d e n	 Ei nfl uss	 a uf	 d e n	 Bl ut dr u c k	 a us 	( Kli n k e	 R.	 2 0 1 0).	

B er eits	 1 9 7 2	 s a h	  G u yt o n 	 di e	  Ni er e	 als	  H a u ptr e g ul at or	 d es	 L a n g z eit bl ut dr u c ks 	 u n d	

b es c hri e b	 di es	i n	 s ei n e m	 M o d ell	 d es	r e n al-b o d y	fl ui d -pr ess ur e 	c o ntr ol 	s yst e m .	F ür	 ei n e n	

k o nst a nt e n	 Bl ut dr u c k	ist	 es	 ess e nti ell,	 d ass	z wis c h e n	 Ei nf u hr	 u n d	 A uss c h ei d u n g	 v o n	 S al z	

u n d	 W ass er	 ei n	 g ut	 a b g esti m mt es	 Gl ei c h g e wi c ht	 b est e ht 	( G u yt o n	 1 9 9 1)	( N a v ar	 2 0 0 5).	

N a c h	  G u yt o n	  wir d	 ü b er	 d e n	  M e c h a nis m us	 d er	  Dr u c k -N atri ur es e	 di es es	 P h ä n o m e n	

g e w ä hrl eist et.	 Er h ö ht	 si c h	 di e	 or al e	 A uf n a h m e	 v o n	 N atri u m	 u n d	 W ass er,	 b e wir kt	 di es	

ei n e	 Z u n a h m e	 d es	i ntr a v as al e n 	V ol u m e ns	 u n d	 d es	 S c hl a g v ol u m e ns. 	K o ns e k uti v	 st ei gt	

d as	  H er z z eit v ol u m e n	 a n	 u n d	 b e di n gt	 ei n e 	 Er h ö h u n g	 d es	 art eri ell e n	 Bl ut dr u c ks.	  D er	

er h ö ht e	 Bl ut dr u c k	 wir d	 v o n	 d e n	 Ni er e n	r e gistri ert	 u n d	r es ulti ert	 i n	 ei n er	 St ei g er u n g	 d es	

i ntr a gl o m er ul är e n	  Dr u c ks,	  w as	  wi e der u m	 d e n	 Filtr ati o ns dr u c k	 er h ö ht.	 Di es er	  Dr u c k	

b e wir kt	 n u n	 di e	 g est ei g ert e	 N atri ur es e	 u n d	 s o mit	 a u c h	 Di ur es e.	 Di e	 Dr u c k -N atri ur es e	

wir d	 s ol a n g e	 a ufr e c ht er h alt e n,	 bis	 d er	 n or m al e	 s yst e mis c h e	 Bl ut dr u c k	 wi e d er	 err ei c ht	

wir d. 	 A n d ersr u m	  wir d	 b ei	  H y p ot o ni e	 di e	  D r u c k-N atri u r es e	 u n d	  Di ur es e	 g e dr oss elt,	

s o d ass	 d as	 E xtr a z ell ul är v ol u m e n	 u n d	 d er	 art eri ell e	 Bl ut dr u c k	 er h ö ht	  w er d e n	 k a n n. 	

D ur c h	 di es e n	 M e c h a nis m us 	k a n n	 b ei	 v oll er	 F u n kti o nsf ä hi g k eit	 d er	 Ni er e	 d er	 Bl ut dr u c k	

i n	 e n g e n	  Gr e n z e n	 k o nst a nt	 g e h alt e n	  w er d e n.	 Ist	 di e	 Ni er e	 ni c ht	  m e hr	 i n	 d er	 L a g e	

a usr ei c h e n d	 S al z	 u n d	  W ass er	 a us z us c h ei d e n,	  m uss	 k o m p e ns at oris c h	 d er	 art eri ell e	

Bl ut dr u c k	 er h ö ht	  w er d e n,	 u m	 d as	  Gl ei c h g e wi c ht	 z wis c h e n	 Ei n -	 u n d	 A usf u hr	 z u	

g e w ä hrl eist e n.	 Di es er	 A n p ass u n gs m e c h a nis m us	 b e d e ut et,	 d ass	 si c h	 l a n gfrist i g	 ei n	

c hr o nis c h	 er h ö ht er	 Bl ut dr u c k	 a us bil d e n	 wir d.	I n	 G u yt o ns	 M o d ell	 wir d	 di es e	 A n p ass u n g	

als	 V ers c hi e b u n g	 d er	 r e n al	 f u n cti o n	 c ur v e	 n a c h	 r e c hts	 z u	 h ö h er e n	 Bl ut dr u c k w ert e n 	

v er d e utli c ht	 ( G u yt o n	 1 9 8 7).	 I n	 ei n er	  w eit er e n	 St u di e	 v o n	  G u yt o n	  w ur d e	 d er	 g e n a u e	

Z us a m m e n h a n g	 z wis c h e n	 d er	 r e n al e n	  N atri u m a uss c h ei d u n g	 u n d	 d es	 art eri ell e n	

Bl ut dr u c ks	 a n h a n d	 v o n	 E x p eri m e nt e n	 mit	 H u n d e n	 g e n a u er	 u nt ers u c ht.	 Hi er b ei	 z ei gt e	

si c h,	 d ass	 d as	 R e ni n -A n gi ot e nsi n -S yst e m	 ( R A S)	 ei n e	 b e d e ut e n d e	 R oll e	 i n	 d er	
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l a n gfri sti g e n	 R e g ul ati o n	 d er	  N atri u m a uss c h ei d u n g	 ei n ni m mt.	 H u n d e,	 di e	  mit	

A n g i ot e nsi n	 II	 ( A n g	 II)	 i nf u n di ert	  w ur d e n	 u n d	 ei n e	 er h ö ht e	 or al e	  N atri u m a uf n a h m e	

b e k a m e n,	 b e n öti gt e n	 ei n e n	 d e utli c h	 h ö h er e n	 art eri ell e n	 Bl ut dr u c k,	 u m	 ei n e	

p h ysi ol o gis c h e	 r e n al e	  N atri u m a uss c h ei d u n g	 z u	 err ei c h e n.	  Di es e	 B e o b a c ht u n g	 l ässt	

v er m ut e n,	 d ass	 di e	 F ä hi g k eit	  N atri u m	 a us z us c h ei d e n	 u nt er	 h o h e n	 A n g	 II	

K o n z e ntr ati o n e n	 d e utli c h	 r e d u zi ert	 ist.	 B ei	 I n hi biti o n	 d es	 R A S	  mit	 d e m 	 A n gi ot e nsi n	

C o n v erti n g	 E n z y m e 	 H e m m er	 ( A C E -H e m m er)	 S Q -1 4 2 5 5	 k o n nt e	 ei n	  Gl ei c h g e wi c ht	

z wis c h e n	  N atri u m a uf n a h m e	 u n d	 – a uss c h ei d u n g	 b ei	 vi el	 ni e dri g er e n	 Bl ut dr u c k w ert e n 	

err ei c ht	  w er d e n .	  Di es er	 Z us a m m e n h a n g	 ist	i n	A b b.	 1 	d ar g est el lt	( H all,	  G u yt o n	 et	 al.	

1 9 8 0) .		

	

	

A b b.	 1 :	 B e zi e h u n g	 z wi s c h e n	  mittl er e m	 art eri ell e m	 Bl ut dr u c k	 u n d	 r e n al er	  N atri u m a u s s c h ei d u n g	 i n	
K o ntr oll h u n d e n	 u n d	 i n	  H u n d e n,	 di e	  mit	 d e m	  A C E -H e m m er	 S Q -1 4 2 5 5	 o d er	  A n g	 II	 ( 5	 n g / k g / mi n)	
i nf u n di ert	  w ur d e n.	 Di e	 K o ntr oll h u n d e	  w ei s e n	 z ur	  N atri u m e x kr eti o n	 ei n e n	 k o n st a nt e n	  mitt l er e n	
art eri ell e n	 Bl ut dr u c k	 a uf ,	  w o hi n g e g e n	 A n gi ot e n si n	 II	 i nfu n di ert e	  H u n d e	 h ö h er e	 Bl ut dr u c k w ert e 	
b e n öti g e n.	  D ur c h	 d i e	  G a b e	 ei n e s	  A C E-H e m m er s	 k a n n 	 b ei	 z u v or	 erf ol gt er	  A n gi ot e n si n	 II	 I nf u si o n	 d er	
Bl ut dr u c k 	g e s e n kt	 w er d e n 	( H all,	 G u yt o n	 et	 al.	 1 9 8 0).	A b bil d u n g	 z ur	 V erf ü g u n g	 g e st ellt	 d ur c h	 A m eri c a n	
P h y si ol o gi c al	 S o ci et y . 

	

1. 1  R e ni n -A n gi ot e n si n -S y st e m	 	

D as 	 R A S 	 b es c hr ei bt	 ei n e n	 e n d o kri n	 a kti v e n	  H or m o n kr eisl a uf,	  w el c h er	 i m	

k ar di o v as k ul är e n	 S yst e m	 ei n e	z e ntr al e	 F u n kti o n	 ei n ni m mt.	 Di e	 wi c hti gst e	 F u n kti o n	st ellt	
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di e	 B e ei nfl u ss u n g	 d es	 Bl ut dr u c k s	 d ar 	( P e a c h	 1 9 7 7).	Di e	 Er h ö h u n g	 d es	 Bl ut dr u c ks	 wir d	

s o w o hl	 di r e kt	 ü b er	 V as o k o nstri kti o n,	 als	 a u c h	 i n dir e kt	 ü b er	 ei n e	 A kti vi er u n g	 d es	

s y m p at his c h e n	  N er v e ns yst e ms	 u n d	 Al d ost er o nfr eis et z u n g,	  w o d ur c h	 d er	 Fl üssi g k eits -	

u n d	 El e ktr ol yt h a us h alt	 e nts c h ei d e n d	 v er ä n d ert	  wir d ,	 v er mitt elt	 ( H all,	  Mi z ell e	 et	 al.	

1 9 8 6) .	 A n d er ers eits	ist	 d as	 R A S	 a u c h	 mit	 k ar di o v as k ul är e n	 Er kr a n k u n g e n	 ass o zii ert.	 D er	

wi c hti gst e	  M et a b olit	 A n g	 II 	 s pi elt	 b ei	 d er	 E nt wi c kl u n g	 u n d	 A ufr e c ht er h alt u n g	 v o n	

E nt z ü n d u n gs pr o z ess e n,	 e n d ot h eli al er	  D ysf u n kti o n,	 Art eri os kl er os e,	  H y p ert o ni e	 u n d	

H er zi ns uffi zi e n z	 ei n e	 wi c hti g e	 R oll e	 ( M e ht a	 a n d	 Gri e n dli n g	 2 0 0 7).		

Z u	 B e gi n n	 d er	 K as k a d e	 wir d	 d as	 E n z y m	 R e ni n	 a u s	 d e m	j u xt a gl o m er ul är e n	 A p p ar at	 d er	

Ni er e	fr ei g es et zt 	(si e h e	 A b b .	2 ).	Di e	 Fr eis et z u n g	 v o n	 R e ni n	 erf ol gt	 b ei	 si n k e n d er	r e n al er	

P erf usi o n	 d ur c h	 H y p ot o ni e	 o d er	 H y p o v ol ä mi e .	 R e ni n	 s p alt et	 n u n	 v o n	 d e m	i n	 d er	 L e b er	

g e bil d et e n	 A n gi ot e nsi n o g e n	 d as	 D e k a p e pti d	 A n gi ot e nsi n	 I	 ( A n g	 I)	 a b. 	A n g	 I	 st ellt	 als	

Pr o h or m o n	 ei n e	 bi ol o gis c h	i n a kti v e	 F or m	 d ar.	 A ls	 n ä c hst es	wir d	 d ur c h	 A bs p alt u n g	 v o n	

z w ei 	A mi n os ä ur e n 	( A S)	d ur c h	 d as 	A C E	 a us	 A n g	I 	d as	 O kt a p e pti d	 A n g	II	 g e n eri ert 	( Kli n k e	

R.	 2 0 1 0) .		

	

A b b .	2 :	 R e ni n-A n gi ot e n si n -S y st e m .	D a s	 a u s	 d e m	j u xt a gl o m er ul är e n	 A p p ar at	 d er	 Ni er e	fr ei g e s et zt e	 E n z y m	
R e ni n	 s p alt et	 d a s	 a u s	 d er	 L e b er	 k o m m e n d e	  A n gi ot e n si n o g e n	 z u	 d e m	 Pr o h or m o n	  A n gi ot e n si n	 I.	 I m	
n ä c h st e n	 S c hritt	 wir d	 a u s	 A n gi ot e n si n	I	 ü b e r	 d a s	 A n gi ot e n si n	 C o n v erti n g	 E n z y m e 	d a s	 bi ol o gi s c h	 a kti v e	
A n gi ot e n si n	II	 s y nt h eti si ert.	 S el b st	 er st ellt e	 A b bil d u n g 	n a c h	 ( Kli n k e	 R.	 2 0 1 0).	
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Di e	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	II	 si n d	 i n	 u nt ers c hi e dli c h e n	 S yst e m e n	 s e hr	 vi elf älti g.	A n g	 II	b e wir kt	

Z ell w a c hst u m,	 -mi gr ati o n	 u n d	 -diff er e n zi er u n g	 u n d	 h at	 z u d e m	 ei n e n	 pr ofi br otis c h e n	

Eff e kt.	 Z us ät zli c h	 s c h ei nt	 A n g	II	i nfl a m m at oris c h	 z u	 wir k e n,	 Z yt o ki n e	 fr ei z us et z e n	 u n d	

di e	 Bil d u n g	 v o n	 R e a cti v e	  O x y g e n	 S p e ci es 	 ( R O S)	 z u	 f ör d er n.	  D ur c h	 di es e	 g e n a n nt e n	

F u n kti o n e n	 v erst är kt	 A n g	 II	 ei n e	 E nt z ü n d u n g	 i m	  G ef ä ßs yst e m	 u n d	 di e	 e n d ot h eli al e	

D ysf u n kti o n,	  w as	 er h e bli c h	 z ur	 p at h ol o gis c h e n	  G ef ä ß a d a pt ati o n	 b ei	 k ar di o v as k ul är e n	

Er kr a n k u n g e n	 b eitr ä gt.	 A n g	II	 w eist	 d e m n a c h	 ei n e	 a kti v e	 B et eili g u n g	 a m	 R e m o d eli n g 	v o n	

G e w e b e	 a uf	 ( T o u y z	 2 0 0 5).		

I m	  G ef ä ßs yst e m	  wir kt	 A n g	 II	st ar k	 v as o k o ns tri kt oris c h,	  w o d ur c h	 d er	 Bl ut dr u c k	 dir e kt	

b e ei nfl usst	 wir d.	 A n g	II	 b e wir kt	 z u d e m	 di e	 A uss c h ütt u n g	 v o n	 Al d ost er o n	 a us	 d er	 Z o n a	

gl o m er ul os a	 d er	 N e b e n ni er e nri n d e.	 Al d ost er o n	f ör d ert	 di e	 N a + -R ü c kr e s or pti o n	i n	 d e n	

r e n al e n	H a u pt z ell e n	 d es	 S a m m elr o hr es	 u n d	zi e ht	s o mit 	k o ns e k uti v	 W ass er	 mit,	 w as 	d as	

Bl ut v ol u m e n	 er h ö ht	 u n d	 s o mit	 bl ut dr u c kst ei g er n d	  wir kt.	 Z us ät zli c h	  wir d	 d ur c h	 A n g	 II	

d as	 a nti di ur etis c h e	 H or m o n	( A D H)	 a us	 d e m	 H y p o p h ys e n hi nt erl a p p e n	fr ei g es et zt.	 A D H	

f ü hrt	 z u m	 v er m e hrt e n	 Ei n b a u	 v o n	 A q u a p ori n e n	( A Q P 2)	i n	 d as	 S a m m elr o hr,	 s o	 d ass	 di e	

W ass err ü c kr es or pti o n	 g est ei g ert	  wir d.	 A n g	 II	 r e gt	 z us ät zli c h	 d e n	  D urst	 u n d	 d e n	

S al z a p p etit	 a n.	 Ü b er	 di e	 a uf g ef ü hrt e n	 As p e kt e	 wir kt	 A n g	II	i n dir e kt	 bl ut dr u c kst ei g er n d.	

Di e	 h ä m o d y n a mis c h	 r el e v a nt e n	 Eff e kt e	 i n	 d er	  Ni er e	  w er d e n	 v o n	 A n g	 II	 ü b er	 di e	

B e ei nfl uss u n g	 d es	 r e n al e n	 Bl utfl uss es,	 d er	 gl o m er ul är e n	 Filtr ati o nsr at e	 u n d	 d er	

A uss c h ei d u n g	 v o n	 S al z	 u n d	 W ass er	 v er mitt elt	 ( S p ar ks,	 Cr o wl e y	 et	 al.	 2 0 1 4).	A n g	II	s el bst	

ü bt	 z us ät zli c h 	ei n e n	 dir e kt e n	 Eff e kt	 a uf	 d as	 T u b ul uss yst e m	 a us.	 Di e	 a nti n atri ur etis c h e n	

Wir k u n g e n 	a uf	 d as 	pr o xi m al e	 T u b ul us	 si n d	i n	 St u di e n	 g u t	b es c hri e b e n	 ( R eill y,	 H arris	 et	

al.	 1 9 9 5) 	 ( G ei b el,	  Gi e bis c h	 et	 al.	 1 9 9 0)	 ( S a c c o m a ni,	  Mit c h ell	 et	 al.	 1 9 9 0).	 V o n	

e nts c h ei d e n d er	 B e d e ut u n g	 f ür	 di e	 Z us a m m e ns et z u n g	 d es	  Uri ns	 ist	 d er	 dist al e	

T u b ul us a bs c h nitt.	  D as	 S a m m elr o hr	 k a n n	 ü b er	 di e	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	 II	 di e	  W ass er -	u n d	

El e ktr ol yt z us a m m e ns et z u n g	 d es	 Uri ns	 b e ei nfl uss e n.	 S u n	 et. al	 k o n nt e n	 z ei g e n,	 d ass	 A n g	

II	ü b er	 di e	 A kti vi er u n g	 d es	 A T 1 -R e z e pt ors	 i n	 R att e n	dir e kt	 di e	 A kti vit ät	 d es 	e pit h eli al e n	

N atri u m k a n al s 	( E N a C)	i m	 S a m m elr o hr	 er h ö ht.	 Di es er	 M e c h anis m us	 s c h ei nt	 d ur c h	 di e	

Bil d u n g	 v o n	 S u p er o xi d e n	 v er mitt elt	 z u	  w er d e n. 	 ( S u n,	 Y u e	 et	 al.	 2 0 1 2)	 ( P eti-P et er di,	

W ar n o c k	 et	 al.	 2 0 0 2) 	 (M a m e n k o,	 Z ai k a	 et	 al.	 2 0 1 2) .	 D es	  W eit er e n	 k o n nt e	

h er a us g ef u n d e n	  w er d e n, 	 d ass	 di e	 A kti vi er u n g	 v o n	 E N a C	 Al d ost er o n	 u n a b h ä n gi g	 ist	
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( M a m e n k o,	 Z ai k a	 et	 al.	 2 0 1 3).	Di es e	 St u di e n	l ass e n	 v er m ut e n,	 d ass	 d as	 S a m m elr o hr	 als	

l et zt e	 I nst a n z	 e nts c h ei d e n d	 di e	 K o n z e ntr ati o n	 d es	  Uri ns	 u n d	 d a mit	 d es	 Bl ut pl as m as	

b e ei nfl uss e n	 k a n n. 	A us g e w ä hlt e	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	II	si n d	i n	 A b b.	 3	 a uf g ef ü hrt.	 	

	

A b b.	 3 :	 A u s g e w ä hlt e	 Eff e kt e	 v o n	  A n g	 II.	 A n g	 II	 er h ö ht	 dir e kt	 u n d	 i n dir e kt	 d e n	 art eri ell e n	 Bl ut dr u c k,	
b e ei nfl u s st	 di e	 Z ell e n	 u n d	 wir kt	 pr oi nfl a m m at ori s c h	 d ur c h	 Fr ei s et z u n g	 v o n	 Z yt o ki n e n	 u n d	 A kti vi er u n g	 v o n	
R O S.	 S el b st	 m o difi zi ert	 n a c h 	( T o u y z	 2 0 0 5).	

	

A n g	II 	v er mitt elt	s ei n e	 F u n kti o n e n	 h a u pts ä c hli c h	 ü b er	 d e n	 A n gi ot e nsi n 	II	 T y p	 1	 Re z e pt or	

( A T 1-R e z e pt or ).	 Di es er	 ist	 i n	 vi el e n	 v ers c hi e d e n e n	  Or g a n e n,	 i m	  G ef ä ßs yst e m	 u n d	 i m	

g es a mt e n	 T u b ul uss yst e m	 d er	  Ni er e	 e x pri mi ert.	 Es	 h a n d elt	 si c h 	 u m	 ei n e n	 si e b e n	

tr a ns m e m br a n är e n,	G -Pr ot ei n -g e k o p p elt e n	 R e z e pt or,	 d er	 a us	 3 5 9	 A mi n os ä ur e n	 ( A S )	

b est e ht.	  W e n n	 A n g	 II	 a n	 di e	 e xtr a z ell ul är e	  D o m ä n e	 d es	 R e z e pt ors	 bi n d et,	  w er d e n	

v ers c hi e d e n e	 i ntr a z ell ul är e	 Si g n al w e g e	 a kti vi ert.	  D er	 A T 1 -R e z e pt or	 i nt er a gi ert	  mit	

m ultitri m er e n	  G -Pr ot ei n e n,	  wi e	 z u m	 B eis pi el	  G q/ 1 1 ,	  Gi,	  G1 2 	 o d er	  G 1 3 ,	 u n d	 pr o d u zi ert	

S e c o n d	  M ess e n g er ,	  wie	 I n osit ol	 Tri p h os p h at 	 (I P3 ),	  Di a c yl gl y c er ol	 ( D A G)	 u n d	 R O S.	

D es w eit er e n	  w er d e n	 R e z e pt or pr ot ei n ki n as e n	  wi e	 d er	 E pi d er m al	  Gr o wt h	 F a ct or	

R e c e pt or 	( E G F R)	 u n d	i ntr a z ell ul är e	 Pr ot ei n ki n as e n	 a kti vi ert,	 hi er z u	 g e h ör e n	z u m	 B eis pi el	

di e	 Mit o g e n -a kti vi ert e n	 Pr ot ei n ki n as e n	( M A P K )	( Hi g u c hi,	 O hts u	 et	 al.	 2 0 0 7).		

	

A n g	II

Bl ut dr u c k:
V as o k o nstri kti o n			
Al d o st er o n - u n d
A D H -Fr eis et z u n g

E nt z ü n d u n g:
I nfl a m m ati o n
Z yt o ki n e
R O SZ ell e n:

W a c hst u m
Diff er e n zi er u n g
Mi gr ati o n
Fi br o s e



	
6 	

1. 2  A n gi ot e n si n	II	 Si g n al w e g 	

1. 2. 1  G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt er	 Si g n al w e g 		

Ei n	 kl assis c h er	 A kti vi er u n gs w e g	 d es	 A T 1 -R e z e pt ors	 erf ol gt	 ü b er	 d e n 	 G -Pr ot ei n	

a b h ä n gi g e n	 Si g n al w e g,	 ü b er	 d e n	 di e	 V as o k o nstri kti o n	 v er mitt elt	 wir d.	 W e n n	 A n g	II	 a n	

d e n	 A T 1 -R e z e pt or	 bi n d et,	 w er d e n	 di e	 G -Pr ot ei n e	 G a q/ 1 1 ,	 Ga 1 2/ 1 3 	u n d	 G b g	a kti vi ert.	 Di es e	

a kti vi er e n	 P h os p h oli p as e	 C,	 P h os p h oli p as e	 A 2 	u n d	 P h o s p h oli p as e	 D.	 Di e	 P h os p h oli p as e	

C	 pr o d u zi ert	I P 3 	u n d	 D A G.	I P 3 	er h ö ht	 di e	 i ntr a z ell ul är e	C a 2 + -K o n z e ntr ati o n,	 w o d ur c h	 ü b er	

C al m o d uli n	 ei n e 	I nt er a kti o n	 z wis c h e n	 A kti n	 u n d	 M y osi n	 mö gli c h	 wir d	 ( Y a n,	 Ki m	 et	 al.	

2 0 0 3) .	 F er n er	 f ü hrt	 di e	 A kti vi er u n g	 v o n	 P h os p h oli p as e	 A 2 	 z ur	 Pr o d u kti o n	 v o n	

Ar a c hi d o ns ä ur e	 u n d	i hr e n	 M et a b olit e n	 ( M e ht a	 a n d	 Gri e n dli n g	 2 0 0 7).	Es	 k o n nt e	 g e z ei gt	

w er d e n,	 d ass	 A n g	II	 ei n e	 er h ö ht e	 E x pr es si o n	 v o n	 C y cl o o x y g e n as e -2 	( C O X-2) 	i n	 gl att e n	

M us k el z ell e n	 d er	 G ef ä ß e	 b e wir kt	 ( H u,	 K er b	 et	 al.	 2 0 0 2).	Di e	 v o n	 d er	 C O X -2 	g e n eri ert e n	

Pr ost a gl a n di n e	( P G),	 P GI 2 	u n d	 P G E 2 ,	 wir k e n	 v a s o dil at at oris c h	 u n d	 k ö n nt e n	 v er m utli c h	

di e	 v as o k o nstri kt oris c h e n	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	 II	 ei n	  w e ni g	 a bs c h w ä c h e n.	  Ü b er	 d e n	

Si g n al w e g	 d er	 A n g	II	i n d u zi ert e n	 C O X -2	 A kti vit ät	ist	 bis	 h e ut e	 w e ni g	 b e k a n nt.	 	

D A G	 a kti vi ert	 di e	 Pr ot ei n ki n as e	 C	 ( P K C),	  w el c h e	 als	 Eff e kt or	 i m	 R as/ R af/ M E K/ E R K	

Si g n al w e g	 wir kt.	 I n	di es e m	 Si g n al w e g	 si n d	 M A P -Ki n as e n	 b et eili gt.	 Es	 h a n d elt	 si c h	 d a b ei	

u m	 i ntr a z ell ul är e	 S eri n/ T hr e o ni n -Ki n as e n,	 di e	 ü b er	 ei n e	 P h os p h or yli er u n gs k as k a d e	

a kti vi ert	 w er d e n.	 M A P -Ki n as e n	 si n d	 T eil	 ei n es	 m e hrst ufi g e n	 Si g n altr a ns d u kti o ns w e g es,	

ü b er	 w el c h e n	 si e	 v ers c hi e d e n e	 F u n kti o n e n	 a us ü b e n.	 Hi er z u	 g e h ört	 di e	 R e g ul ati o n	 v o n	

Z ell diff er e n zi er u n g	 u n d	 -w a c hst u m,	  G e n e x pr essi o n,	 z ell ul är e m	 Tr a ns p ort	 u n d	

Pr olif er ati o n. 	D er	 E R K -Si g n al w e g	 wir d	 ü b er	 di e	 R e z e pt or pr ot ei n ki n as e	 E G F R	 v er mitt elt.	

E G F R	 a kti vi ert	 R af,	 w el c h es	 z us a m m e n	 mit	 d e m	 kl ei n e n	 G -Pr ot ei n	 R as	 a ns c hli e ß e n d	 di e	

M A P K/ E R K	( M E K)	 Ki n as e n	 1	 u n d	 2 	p h os p h or yli ert.	 Di e	 a kti vi ert e n 	M E K 	1	 u n d	 2	 k ö n n e n 	

s c hli e ßli c h	 E R K	 1/ 2 	p h os p h or yli er e n 	( S u g d e n	 a n d	 Cl er k	 1 9 9 7).	Ei n e	 w eit er e	 M A P -Ki n as e,	

di e	 i n 	 V er bi n d u n g	  mit	 d e m	 A n g	 II	 Si g n al w e g	 st e ht,	 ist	 di e	 p 3 8 -Ki n as e. 	 Di e	

P h os p h or yli er u n g	 v o n	 p 3 8	 erf ol gt	 a n	 d e n	 A mi n os ä ur e n	 T yr osi n	 u n d	 T hr e o ni n 	d ur c h	 M E K	

3	 u n d	 M E K	 6 .	 B ei d e	 A S	 m üss e n	 p h os p h or yli ert	 w er d e n,	u m	 di e	 M A P -Ki n as e	z u	 a kti vi er e n 	

( P e ars o n,	 R o bi ns o n	 et	 al.	 2 0 0 1).	Di e	 A kti vi er u n g	 v o n	 p 3 8	 erf ol gt	 G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt.	

D as	 G -Pr ot ei n	 G a 1 2/ 1 3 	a kti vi ert	 d e n	 m e m br a nst ä n di g e n	 E n z y m k o m pl e x	 N A D P H	 O xi d as e.	

D a d ur c h	  w er d e n	 k o ns e k uti v	 i ntr a z ell ul är e	 S u p er o xi d e	 pr o d u zi ert.	  Hi er z u	 z ä hl e n	 z u m	
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B ei s pi el	 d a s	 S u p er o xi d	 A ni o n	( O 2
-)	 u n d	 H y dr o g e n	 P er o xi d	( H2 O 2 ).	Ü b er	 di e	 Bil d u n g	 v o n	

R O S	 wir d	 d e m n a c h	 p 3 8	 a kti vi ert	 ( Nis hi d a,	 T a n a b e	 et	 al.	 2 0 0 5).	D i e	 M A P-Ki n as e	 p 3 8	 wir d	

n e b e n	 d e n	 o b e n	 g e n a n nt e n	 F u n kti o n e n	 a u c h	 i n	 Z us a m m e n h a n g 	 mit	

G ef ä ß v er ä n d er u n g e n	 g e br a c ht,	 di e	 d ur c h	 art eri ell e	  H y p ert o ni e	 i n d u zi ert	  w er d e n.	 S o	

w ur d e	 h er a us g ef u n d e n,	 d ass	 ei n e	 c hr o nis c h e 	 p 3 8	 I n hi biti o n	 i n	  M ä us e n	  mit	 A n g	 II	

i n d u zi ert er	  H y p ert o ni e	 d e n	 art eri ell e n	 Bl ut dr u c k	 a bs c h w ä c h e n	 k a n n	 u n d	 s o mit	 d as	

v as k ul är e	 R e m o d e li n g	u n d	 di e	 G ef ä ßf u n kti o n	 v er b ess ert 	( P ott h off,	 St a m er	 et	 al.	 2 0 1 6).		

	

1. 2. 2  ß -Arr e sti n 	

Kl assis c h er w eis e	 a kti vi ert 	 d er	 A T 1 -R e z e pt or	 ei n e n	  G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt e n	 Si g n al w e g.	

A kt u ell e 	St u di e n	 b es c hr ei b e n	 ei n e	 n e u e	 M ö gli c h k e it,	 wi e	 R e z e pt or e n	 ü b er	 s o g e n a n nt e	

ß -Arr esti n e	 G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g	 i ntr a z ell ul är e	 Si g n al w e g e	 a kti vi er e n 	 k ö n n te n.	 ß -

Arr esti n e 	 si n d	  m ultif u n kti o n al e	 Pr ot ei n e, 	 di e	 z u m	 ei n e n	  G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt e	

R e z e pt or e n	 d es e nsitisi er e n,	 E n d o z yt os e	 b etr ei b e n	 u n d	 a u c h	 d e n	  G -Pr ot ei n	

u n a b h ä n gi g e n	 Si g n al w e g	 dir e kt	 b e ei nfl uss e n .	 B ei	 Bi n d u n g	 ei n es	 Li g a n d e n	 a n	 d e n	

R e z e pt or	  wir d	 di es er	 p h os p h or yli ert.	  Di e	  G -Pr ot ei n e	  w er d e n	 a kti v	 u n d	 i nitii er e n	 di e	

w eit er e	 Si g n al k as k a d e	 (si e h e	 d a z u	 1. 2. 1 ).	 A n	 di e	 Bi n d u n gsst ell e	 d er	  G -Pr ot ei n e	  wir d	

a u c h	 ß -Arr esti n	 r e kr uti ert	 u n d	 f ü hrt	 s o	 z ur	  D es e nsitisi er u n g	 d es	 R e z e pt ors .	 F ür	 di e	

Bi n d u n g	 v o n	 ß -Arr esti n	 a n	 ei n e n	  G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt e n	 R e z e pt or	 ist	 i m	

c y t o pl as m atis c h e n	 T eil	 d es	 si e b e n-tr a ns m e m br a n är e n	 R e z e pt ors	 ei n e	 S eri n/ T hr e o ni n	

D o m ä n e	 e nts c h ei d e n d,	 di e	 a u c h	i m	 A T 1 -R e z e pt or	 v or h a n d e n	ist 	( S h e n o y	 a n d	 L ef k o wit z	

2 0 1 1) 	 ( O a kl e y,	 L a p ort e	 et	 al.	 2 0 0 1).	 Di e	  D es e nsitisi er u n g	 s c h üt zt	 d e n	 R e z e pt or	 v or	

Ü b ersti m ul ati o n.	 N a c h	 d er	 A kti vi er u n g	 ei n es	  G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt e n	 R e z e pt ors 	 wir d	

di es er	 mitt el s	Cl at hri n -c o at e d	 v esi cl es 	i nt er n alisi ert.	 ß-Arr esti n	 w eist	 ei n e	 Bi n d u n gsst ell e	

f ür	 Cl at hri n	 a uf	 u n d	 erl ei c ht ert	 d e m n a c h	 di e	I nt er n alisi er u n g	( G o o d m a n,	 Kr u p ni c k	 et	 al.	

1 9 9 6) .	W eit er e	 St u di e n	 k o n nt e n	 z ei g e n,	 d ass	 ß -Arr esti n	 M A P -Ki n as e n	 dir e kt	 a kti vi ert 	

u n d	 als	 s c aff ol d 	f ür	 s e c o n d	 m ess e n g er 	wir kt .	Es	 w ur d e n	f ür	 di e	 P h os p h or yli er u n g	 v o n	

E R K 	1/ 2 	u n d	 c -J u n-N -t er mi n al e n	 Ki n as e n	 (J N K)	 G -Pr ot ei n	 a b h ä n gi g e	 u n d	 u n a b h ä n gi g e	

M ö gli c h k eit e n	 b es c hri e b e n 	 ( L uttr ell,	 R o u d a b us h	 et	 al.	 2 0 0 1).	 I n	 ß 2-A dr e n o z e pt or e n	

k o n nt e	 g e z ei gt	 w er d e n,	 d ass	 E R K 	1/ 2 	v o n	 ß -Arr esti n	 a kti vi ert	 wir d.	 ß -Arr esti n	 ni m mt	 hi er	

di e	 Wir k u n g	 ei n es	 si g n al	tr a ns d u c ers 	ei n	 ( S h e n o y,	 Dr a k e	 et	 al.	 2 0 0 6).	 Di es es	 P h ä n o m e n	
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k o n nt e	 a u c h	i m	 A n g	II 	Si g n al w e g 	g e z ei gt	 w er d e n.	 B ei	 d e m	 m uti ert e n	 A T 1 -R e z e pt ors	( D R Y	

->	 A A Y)	f e hlt	 di e	 Bi n d u n gsst ell e	f ür	 G -Pr ot ei n e.	 Bi n d et	 ei n	 Li g a n d	 a n	 d e n	 R e z e pt or ,	wir d	

d e n n o c h 	G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g	 di e	 M A P -Ki n as e	 E R K 	1/ 2 	a kti vi ert 	( W ei,	 A h n	 et	 al.	 2 0 0 3).		

	

1. 3  C y cl o o x y g e n a s e n	 u n d 	Pr o st a gl a n di n e	 i n	 d er	 Ni er e	

Di e	 C y cl o o x y g e n as e n 	 ( C O X)	 si n d	 di e	 e nts c h ei d e n d e n	 E n z y m e	 i n	 d er	

Pr ost a gl a n di ns y nt h es e.	 Es	 h a n d elt	 si c h	 u m	 E n z y m e	 b est e h e n d	 a us	 cir c a 	6 0 0	 A S.	  Di e	

C y cl o o x y g e n as e n	  w eis e n	 z w ei	 a kti v e	 Z e ntr e n	 a uf.	 Ei n	 a kti v es	 Z e ntr u m	 f ü hrt	 di e	

O xi d ati o n	 d er	 Ar a c hi d o ns ä ur e	 d ur c h,	 d as	 z w eit e	 a kti v e	 Z e ntr u m	 di e nt	 d er	 P er o xi d as e -

F u n kti o n	 d er	 C O X	 ( F er g us o n,	  H e b ert	 et	 al.	 1 9 9 9).	 Es	 si n d	 h e ut e	  mi n d est e ns	 z w ei	

Is o e n z y m e	 b e k a n nt,	di e	 C O X -1	 u n d	 C O X -2.	 Di es e	 u nt ers c h ei d e n	 si c h	i n	i hr e m	 r e n al e n	

V or k o m m e n.	 C O X -1	 k o m mt	i n	 d er	 Ni er e	i n	 gl att e n	 M us k el z ell e n	 u n d	i m	 S a m m elr o hr	 v or 	

u n d	 ist	 i n	 h o h e n	 K o n z e nt r ati o n e n	 u nt er	 p h ysi ol o gis c h e n	 B e di n g u n g e n	 d et e kti er b ar ,	

w o hi n g e g e n	 C O X -2 	 i n	 d er	 M a c ul a	 d e ns a ,	 d e m	 di c k e n	 Ast	 d er	 a ufst ei g e n d e n	  H e nl e-

S c hl eif e	 u n d	 i n	 h o h e n	  M e n g e n	 i n	 d e n	 i nt erstiti ell e n	 Z ell e n	 d er	 M e d ull a 	z u	 fi n d e n 	ist.	

Im m u n hist o c h e mis c h	 k o n nt e	 d as	 V or k o m m e n	 v o n	 C O X -2	 a u c h	 i n	 Z wis c h e n z ell e n	 d es	

S a m m elr o hr es	 d er	  M a us ni er e	 n a c h g e wi es e n	  w er d e n	 ( F er g us o n,	  H e b ert	 et	 al.	 1 9 9 9).	

U nt er	 p h ysi ol o gis c h e n	 B e di n g u n g e n	 k o m mt	 C O X -2	i n	 ni e d ri g er e n	 K o n z e ntr ati o n e n	 v or.	

E nt z ü n d u n gs g es c h e h e n	 u n d	r e n al e	 Er kr a n k u n g e n	 wir k e n	 als	st ar k e	 Sti m uli	f ür	 C O X -2,	s o	

d ass	 u nt er	 p at h ol o gis c h e n	 B e di n g u n g e n	 h o h e 	C O X -2	 L e v el	 v or h a n d e n	 si n d	 ( Br e y er	 a n d	

H arris	 2 0 0 1) .	A uf g r u n d	 d es	 h o h e n	 V or k o m m e n s	 v o n	 C O X-2	i n	 d er	 M a c ul a	 d e ns a 	li e gt	 di e	

Ü b erl e g u n g	 n a h e,	 d ass	 C O X -2	 v er m utli c h	 ei n e n	 Eff e kt	 a uf	 di e	 R e ni nfr ei s et z u n g	 a us ü bt	

u n d	 d a mit	 i m	 Z us a m m e n h a n g	  mit	 d e m	 R A S	 st e ht .	I n	C O X -2 	K n o c k o ut -M ä us e n	 ist	di e	

R e ni n e x pr essi o n	si g nifi k a nt	 er ni e dri gt	 ( Y a n g,	 E n d o	 et	 al.	 2 0 0 0).	B ei	 R att e n v ers u c h e n	 mit	

C O X -2	 I n hi bit or e n	 z ei gt e	 si c h,	 d ass	 R e ni n 	 d ur c h	 di e	 V or b e h a n dl u n g	  mit	 d e n	 C O X -2	

I n hi bit or e n	si g nifi k a nt	 er ni e dri gt	 w ar	( M at z d orf,	 K urt z	 et	 al.	 2 0 0 7).	Di e	 C O X -2	 E x pr essi o n	

i n	 d er	  Ni er e	  wir d	 u nt er	 a n d er e m	 d ur c h	 A n g	 II	 r e g uli ert	 u n d	 ü bt	 d a n n	 i m	 Si n n e	 ei n es	

F e e d b a c k m e c h a nis m us	 Ei nfl uss	 a uf	 di e	 R e ni nfr eis et z u n g	 a us	 ( H arris,	 Z h a n g	 et	 al.	 2 0 0 4).	

Ei n e	 gr o ß e	 R oll e	 ni m mt	 C O X -2	 e b e nf alls	i n	 d er	 M e d ull a 	ei n.	 Ei n e	 er h ö ht e	 or al e	 N atri u m -

C hl ori d	 ( N a Cl )-A uf n a h m e	 f ü hrt	 d a z u,	 d ass	 C O X -2	 i n	 d er	 M e d ull a 	 h o c hr e g uli ert	  wir d	
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( Y a n g,	 Si n g h	 et	 al.	 1 9 9 8).	I nf usi o n e n	 v o n	 C O X-2	I n hi bit or e n	f ü hr e n	i n	 Ti er v ers u c h e n	 z ur	

E nt wi c kl u n g	 v o n	 H y p ert o ni e,	 w e n n	 di e	 Ti er e	 er h ö ht e n	 N a Cl -A uf n a h m e n	 a us g es et zt	 si n d .	

D es w e g e n	 s c h ei nt	 di e	 A kti vit ät	 v o n	 C O X -2	 v or	 all e m	 i n	 d er	 M e d ull a 	 v or	 ei n er	

E nt wi c kl u n g	 ei n er	 H y p ert o ni e	z u	s c h üt z e n	 ( Z e w d e	 a n d	 Matts o n	 2 0 0 4) .	Di e	 v o n	 d er	 C O X -

2	 pr o d u zi ert e n	 Pr ost a gl a n di n e	 k ö n nt e n	 d e n	 e nts c h ei d e n d e n	 Eff e kt	 d er	  N atri ur es e	

v er mitt el n. 	

Pr ost a gl a n di n e	 g e h ör e n	 z ur	 St off kl ass e	 d er	 Ei k os a n oi d e	 u n d	 w er d e n	 e n z y m atis c h	 a us	

d er	 Ar a c hi d o ns ä ur e	 s y nt h etisi ert.	 Di es e	 wir d	 z u n ä c hs t	 d ur c h	 di e	 P h os p h oli p as e	 A2 	a u s	

P h o s p h oli pi d e n	i n	 d er	 M e m br a n	fr ei g es et zt	 u n d	 d a n a c h	 i n	 ei n e m	 m e hrst ufi g e n	 Pr o z ess	

d ur c h	 di e	 g es c h wi n di g k eits b esti m m e n d e n	 C y cl o o x y g e n as e n	 z u	 Pr ost a gl a n di n	  G 2 	 u n d	

Pr o st a gl a n di n	  H 2 	 u m g e w a n d elt.	  D ur c h	 g e w e bss p e zifis c h e	 S y nt h as e n	 e ntst e h e n	

s c hli e ßli c h	 di e	 bi ol o gis c h	 a kti v e n	 Pr ost a gl a n di n e	 E 2 ,	 I2 	 ( Pr o st a c y cli n),	  D2 ,	 F 2 a 	 u n d	

T hr o m b o x a n e .	Si e h e	 d a z u 	A b b.	 4 :		

	

A b b.	 4 :	 Pr o st a gl a n di n s y nt h e s e.	Di e	i n	 d er	 P h o s p h oli pi d m e m br a n	 e nt h alt e n e	 Ar a c hi d o n s ä ur e	 wir d	 ü b er	
di e	 C y cl o o x y g e n a s e	 i n	 ei n er	 z w ei st ufi g e n	 R e a kti o n	 z u	 Pr o st a gl a n di n	  H 2 	 u m g e w a n d elt.	 D ur c h	

g e w e b s s p e zifi s c h e	 S y nt h a s e n	 e nt st e h e n	 di e	 bi ol o gi s c h	 a kti v e n	 Pr o st a gl a n di n e 	 E 2 ,	 I2 ,	  D2 ,	 F2 a 	 u n d	
T hr o m b o x a n. 	 D e s	  W eit er e n 	 wir d	 di e	  Ar a c hi d o n s ä ur e	 ü b er	 di e	 Li p o x y g e n a s e	 z u	 L e u k otri e n e n	
m et a b oli si ert.	 S el b st	 m o difi zi ert	 n a c h	 ( Kli n k e	 R.	 2 0 1 0).	

	



	
1 0 	

Di e	 Pr o st a gl a n di n e	 ü b e n	 s o w o hl	 a ut o kri n e 	 als	 a u c h	 p ar a kri n e 	 Eff e kt e	 i n	 d e n	

Or g a ns yst e m e n	 a us.	 Di e	 kl assis c h e n	 Eff e kt e	 d er	 Pr ost a gl a n di n e	 w er d e n	i m	 R a h m e n	 v o n	

E nt z ü n d u n gs g es c h e h e n	 v er mitt elt.	  G ef ä ß dil at ati o n	 u n d	 er h ö ht e	  G ef ä ß p er m e a bilit ät	

g e h ör e n	 z u	 d er	 fr ü h e n	 E nt z ü n d u n gs a nt w ort	 d ur c h	 di e	 Pr ost a gl a n di n e	 ( F u n k	 2 0 0 1).	

T hr o m b o x a n	 k o m mt	 i n	 d e n	 T hr o m b o z yt e n	 v or	 u n d	 f ör d ert	 di e	

T hr o m b o z yt e n a g g r e g ati o n.	 Pr ost a c y cli n	 k a n n	 als	  G e g e ns pi el er	 v o n	 T hr o m b o x a n	 di e	

A g gr e g ati o n	 v o n	 T hr o m b o z yt e n	 v er hi n d er n 	u n d	 z u d e m	 di e	 G ef ä ß k o ntr a kti o n	i n	 gl att e n	

M us k el z ell e n	 h e m m e n.	 I nt er ess a nt	 f ür	 di e	 v orli e g e n d e	 Ar b eit	 si n d	 di e	 r e n al e n	

Wir k u n g e n	 d er	 Pr ost a gl a n di n e.	 D as 	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	 w ei st 	 ü b er	 v ers c hi e d e n e	

M e c h a nis m e n	 ei n e n	 n atri ur e tis c h e n	u n d	 di ur etis c h e n	 Eff e kt	i n	 d er	 Ni er e	 a uf ,	 w o d ur c h	

di e	 r e n al e	  D ur c h bl ut u n g	 u n d	 di e	 gl o m er ul är e	 Filtr ati o nsr at e	 g est ei g ert	  w er d e n. 	Z u m	

ei n e n	 h e m mt	 P G	 E 2 	di e	 N a + -A b s or pti o n	i m	 di c k e n	 T eil	 d er	 a ufst ei g e n d e n	 H e nl es c hl eif e	

d ur c h	I n hi biti o n	 d er	 N a + -K + -2 C l-	K otr a n s p ort ers 	u n d	 wir kt	 v as o dil at at oris c h 	( Ki m	 2 0 0 8).	

Z u m	 a n d er e n 	 s c h w ä c ht 	 es	 di e	  Wir k u n g	 v o n	 V as o pr essi n	 a b,	 i n d e m	 d er	 Ei n b a u	 v o n	

A q u a p ori n	 2	 i n	 di e	 S a m m elr o hr m e m br a n	 r e d u zi ert	  wir d.	  Hi er d ur c h	  wir d	 d ur c h	

N atri ur es e 	d as	 Bl ut pl as m a v ol u m e n	 g es e n kt	 ( H e b ert,	 J a c o bs o n	 et	 al.	 1 9 9 0),	( Z el e ni n a,	

C hrist e ns e n	 et	 al.	 2 0 0 0) .	Z us a m m e nf ass e n d	s c h ei n e n	 di e 	Pr ost a gl a n di n e	i n	 d er	 M e d ull a 	

e nts c h ei d e n d	 di e	 A uss c h ei d u n g	 v o n	 S al z	 u n d	 W ass er	 z u	 b e ei nfl uss e n	 ( Y a n g,	 Si n g h	 et	 al.	

1 9 9 8) .	Gl ei c h z eiti g	 s c h w ä c h e n	 di e	 Pr ost a gl a n di n e	 a u c h	 di e 	v as o k o nstri kt oris c h e n	 u n d	

a nti di ur etis c h e n	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	II	 a b.	 A n d er ers eits	sti m uli ert	 P G	 E 2 	di e	 R e ni nfr eis et z u n g	

a us	 d e m	j u xt a gl o m er ul är e n	 A p p ar at 	( N a v ar,	I ns c h o	 et	 al.	 1 9 9 6).	Hi er	 s c h ei nt	 es	 ei n e n	

e nts c h ei d e n d e n	 Z us a m m e n h a n g	z wis c h e n	 d e n	 Pr ost a gl a n di n e n	 u n d	 d e m	 R A S	z u	 g e b e n.	 	
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1. 4  Zi el e	 d er	 Ar b eit 	

D as	 R A S	 st e ht	  mit	 s ei n e m	  H a u p t m et a b olit e n	 A n g	 II	 s c h o n	 l a n g e	 i m	 Z e ntr u m	 d er	

m e di zi nis c h e n	 F ors c h u n g.	 Di e	 z a hlr ei c h e n	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	II	 si n d	 g ut	 erf ors c ht ,	 a kt u ell e	

St u di e n	 z ei g e n ,	 d ass	 es	 au c h	 ei n e n	 Z us a m m e n h a n g	 z wis c h e n	 A n g	II	 u n d	 C O X -2	i n	 d er	

Ni er e	 g e b e n	 k ö n nt e.	 I n	 d er	 v orli e g e n d e n	 Ar b eit	 s oll	 g e kl ärt	 w er d e n,	 o b	 d as	 R A S	 ei n e n	

Ei nfl uss	 a uf	 di e	 C y cl o o x y g e n as e	 E x pr essi o n	 a us ü bt .	  Di e	 z e ntr al e n	 Fr a g est ell u n g e n	

l a ut e n:	

1)  Ü bt	 A n g	II	 ei n e n	 Eff e kt	 a u f	 di e	r e n al e	 C O X-2	 E x pr essi o n	 a us ?	 	

Z a hlr ei c h e	 St u di e n	 b el e gt e n	 i n	 Ti er v ers u c h e n	 b er eits	 d e n	 Z us a m m e n h a n g	 v o n	

h o h e n	 A n g	 II	 L e v el n	 u n d	 er h ö ht e m	 art eri ell e n	 Bl ut dr u c k.	 I n	 d er	 v orli e g e n d e n	

Ar b eit	 s oll	 ei n	 m ö gli c h er	 g e g e nr e g ul at oris c h er 	Eff e kt	 v o n	 A n g	II	 a uf	 d i e	 r e n al e	

C O X -2	 E x pr essi o n	 u nt ers u c ht	 w er d e n.	 D a z u	 w oll e n 	wir	 als	 g ä n gi g e	 M et h o d e 	A n g	

II	I nf usi o n e n	i m	 M a us m o d ell	d ur c h f ü hr e n	u n d	s o w o hl	 d e n	 Uri n	 u n d	 als	 a u c h	 d as	

Ni er e n g e w e b e 	u nt ers u c h e n .	Mit hilf e	 v o n	 G e n e x pr essi o ns a n al ys e n	s oll	 ei n	 Eff e kt	

v o n	 A n g	II	 n a c h g e wi es e n	 w er d e n. 	

2)  W o	 g e n a u	 k o m mt	 C O X -2	i n	 d er	 Ni er e	 v or ? 	

Bis h er	ist	 b e k a n nt,	 d ass	 C O X -2	i n	 d er	 Ni er e	 v or	 all e m	i n 	d er	 M a c ul a	 d e ns a ,	 d e m	

di c k e n	 a ufst ei g e n d e n	 Ast	 d er	 H e nl e -S c hl eif e	 u n d	i n	 d e n	i nt erstiti ell e n	 Z ell e n	 d er	

M e d ull a 	 v or k o m mt.	 Ei ni g e	 St u di e n	 k o n nt e n	 z ei g e n,	 d ass	 C O X -2	 a u c h	 i m	

S a m m elr o hr	 z u	 fi n d e n	 ist.	 D ur c h	 i m m u n hist o c h e mis c h e	 V erf a hr e n	 a us	

Ni er e n g e w e b e	 v o n	  M ä us e n	 w oll e n	  wir	 h er a usfi n d e n,	 w o	 g e n a u	 C O X -2	 b ei	

Ei n wir k u n g	 v o n	 A n g	II	l o k alisi ert	ist.	 	

3)  Ü b er 	w el c h e n	 z ell ul är e n	 Si g n al w e g	f ü hrt	 A n g	II	 z u	 ei n er	 C O X -2	 E x pr essi o n ?	 	

I n	 vi el e n	 v ers c hi e d e n e n	 Z ellli ni e n	 si n d	 di e	 A u s wir k u n g e n	 v o n 	 A n g	 II	 b er eits	

u mf ass e n d	 u nt ers u c ht	  w or d e n. 	 M a di n	  D ar b y	 C a ni n e	 Ki d n e y	 ( M D C K)	 Z ell e n	

w eis e n	 C h ar a kt eristi k a	 v o n	 S a m m elr o hr z ell e n	 a uf	 u n d	 ei g n e n	 si c h	 d es w e g e n	

b es o n d ers	 g ut 	f ür	 u ns er e	 E x p eri m e nt e.	I n	 M D C K	Z ell e n	 w oll e n	 wir	 d e n	 Si g n al w e g	

h er a usfi n d e n,	 wi e	 A n g	II	 s p e zi ell	i n	 di es e n	 Z ell e n	 z u	 ei n er	 C O X -2	 E x pri mi er u n g	

f ü hrt.		
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2  M at eri al 	u n d	 M et h o d e n	 	

2. 1  M at eri al 	

2. 1. 1  E n z y m e -li n k e d	I m m o n u s or b e nt	 A s s a y	( E LI S A)	

Ei n	 m o n o kl o n al es	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	E LI S A	 Kit	 w ur d e	 f ür	 di e	 Pr ost a gl a n di n b esti m m u n g	i m	

2 4	 St u n d e n	 S a m m el uri n	 v o n	 M ä us e n	 u n d	i m	 Z ell m e di u m	 v er w e n d et	 u n d	 v o n	 C a y m a n,	

A n n	 Ar b or,	  Mi c hi g a n,	  U S A,	 b e z o g e n .	 B e n öti gt e	  M at eri ali e n	 si n d	z us a m m e nf ass e n d	 i n	

T a b ell e	 1 	d ar g est ellt.	 	

M at eri ali e n 	

Pr o d u kt 	 C a t.	 N o.	

a nti -Pr o st a gl a n di n	 E 2 	m o n o kl o n al	 	 4 1 4 0 1 3 	

Pr o st a gl a n di n	 E 2 	A C h E	 Tr a c er 	 4 1 4 0 1 0 	

Pr o st a gl a n di n	 E 2 	E LI S A	 St a n d ar d 	 4 1 4 0 1 4 	

E LI S A	 P uff er	 1 0 x	 K o n z e ntr at 	 4 0 0 0 6 0 	

W a s c h p uff er	 4 0 0 x	 K o n z e ntr at	 	 4 0 0 0 6 2 	

P ol y s or b at	 2 0	 	 4 0 0 0 3 5 	

9 6	 W ell	 Pl att e,	 G o at	 a nti -M o u s e	I g G	 b e s c hi c ht et 	 4 0 0 0 0 9 	

A b d e c kf oli e	f ür	 9 6	 W ell	 Pl att e 	 4 0 0 0 1 2 	

Ell m a n’ s	 R e a g e n z 	 4 0 0 0 5 0 	

E LI S A	 Tr a c er	 F ar b st off 	 4 0 0 0 4 0 	

E LI S A	 A nti s er u m	 F ar b st off	 	 4 0 0 0 4 2 	

Ultr a P ur e	 W a s s er 	 4 0 0 0 0 0 	

T a b ell e	 1 :	 Ü b er si c ht	 v o n	 M at eri ali e n	f ür	 E LI S A	 mit	 B e z u g s q u ell e.	

	

2. 1. 2  G e n e x pr e s si o n s a n al y s e n 	

Di e	 f ol g e n d e n	 T a b ell e n	 st ell e n	 ei n e	 A uflist u n g	 all er	  M at eri ali e n	 d ar,	 di e	 f ür	 di e	

G e n e x pr essi o ns a n al ys e n	 d es	 Ni er e n g e w e b es	 g e br a u c ht	 w ur d e n.	 	
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Kit s	 	

B e z ei c h n u n g 	 H er st ell er 	 C at.	 N o.	 	

R N e a s y Ò 	Pl u s	 Mi ni	 Kit 	 Qi a g e n,	 Hil d e n,	 D e ut s c hl a n d 	 7 4 1 3 6 	

Q u a nt i T e ctÒ 	R e v er s e	 Tr a n sri pti o n 	 Qi a g e n,	 Hil d e n,	 D e ut s c hl a n d 	 2 0 5 3 1 3 	

H ot St ar T a q Ò 	D N A	 P ol y m er a s e 	 Qi a g e n,	 Hil d e n,	 D e ut s c hl a n d 	 2 0 3 2 0 5 	

P o w er	 S Y B R	 Gr e e n Ò 	P C R	 M a st er	 Mi x 	 A p pli e d	 Bi o s y st e m s,	 D ar m st a dt,	

D e ut s c hl a n d 	

4 3 6 7 6 5 9 	

T a b ell e	 2 :	 Kit s	f ür	 P C R	 A n al y s e n	 mit	 B e z u g s qu ell e n .	

	

Pri m er 	

B e z ei c h n u n g 	 S e q u e n z	 5’	 ->	 3’ 	 b p 	

C O X -2 	 f or	C A G	 C A C	 T T C	 A C C	 C A T	 C A G	 T T T 	

r e v	G G C	 G C A	 G T T	 T A T	 G T T	 G T C	 T G T 	

1 3 0 	

G A P D H 	 f or	G G T	 C A T	 C C A	 T G A	 C A A	 C T T	 T G G	 T A T	 C G 	

r e v	G T C	 G T C	 G T T	 G A A	 G T C	 A G A	 G G A	 G A C 	

3 8 4 	

T a b ell e	 3 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 Pri m er	 mit	 Pri m er s e qu e n z e n	( V or w ärt	 u n d	 R ü c k w ärt s),	 L ä n g e	 d er	 Pri m er n	i n	
B a s e n p a ar e n .	

Al s	 e n d o g e n e s	 R ef er e n z g e n	  w ur d e	 ei n	  Q u a nti T e ct	 Pri m er	 Ass a y	 f ür	  m uri n e	 1 8 S	

ri b os o m al e	 R N A	 v o n	 Qi a g e n	 b e z o g e n	( C at.	 N o.	 Q T 0 0 3 2 4 9 4 0). 	

	

P uff er 	

B e z ei c h n u n g 	 Z u s a m m e n s et z u n g 	

A g ar o s e g el	 1, 5	 % 	 1, 5	 g	 A g ar o s e	i n	 1 0 0	 ml	 T A E -P uff er 	

4	 Tr o pf e n	 Et hi u di u m br o mi d 	
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T A E -El e ktr o p h or e s e p uff er 	 3 9, 9 6	 m M	 Tri s	 B a s e 	

1 9, 9 7	 m M	 Ei s e s si g 	

2	 n M	 N a 2 E D T A	 *	 2 H 2 O 	

T A E	f ü nff a c h	 Or a n g e -G	 L a d e p uff er 	 0, 2	 %	 Or a n g e	 G 	

1 5	 %	 Fi c oll	 4 0 0 	

1 5	 %	 Gl y c eri n 	

T a b ell e	 4 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 P uff er	f ür	G e n e x pr e s si o n s a n al y s e n .	

	

2. 1. 3  I m m u nfl u or e s z e n z	

I n	 d e n	f ol g e n d e n	 T a b ell e n	 si n d	 all e	 M at eri ali e n,	 L ös u n g e n	 u n d	 A nti k ör p er	 d ar g est ellt,	

di e	f ür	 di e	I m m u nfl u or es z e n z e n	 d er	 Ni er e ns c h nitt e	 v er w e n d et 	w ur d e n. 	

P uff er 	

B e z ei c h n u n g	 	 Z u s a m m e n s et z u n g 	

Citr at -P uff er 	 2, 9 4	 g	( 1 0	 n M)	 Tri -N a -Citr at -Di h y dr at 	

1	l	 a q u a	 d e st. 	

T a b ell e	 5 :	 Citr at-P uff er	f ür	 Hit z e a n d a u .		

N a c h	 F erti g st ell u n g	 d es	 P uff ers	 wir d	 d er	 p H	 a uf	 6	 ei n g est ellt.	 	

	

M at eri ali e n	f ür	I m m u nfl u or e s z e n s a n al y s e n 	

Pr o d u kt 	 H er st ell er 	 C at.	 N o. 	

Cr y o m ol d ® 	St a n d ar d 	 Ti s s u e -T e k ® 	S a k ur a	 Fi n et e k,	

T orr a n c e,	 C A,	 U S A 	

4 5 5 7 	

D A PI	 Fl u or o m o u nt -G 	 S o ut h er n	 Bi ot e c h,	

Bir mi n g h a m,	 U S A 	

0 1 0 0 -2 0 	

D e c k gl ä s er 	 E n g el br e c ht,	 E d er m ü n d e,	

D e ut s c hl a n d 	

	

Hi st o s ett e	 I,	 Ti s s u e	 Pr o c e s si n g	

C a s s ett e s 	

Si m p ort,	 B el o eil,	 C a n a d a 	 M 4 9 0 -3 	

O bj e kttr ä g er	 S u p erfr o st ®	 Pl u s 	 T h er m o	 S ci e ntifi c,	

Br a u n s c h w ei g,	 D e ut s c hl a n d 	

J 1 8 0 0 A M N Z	
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S h a n d o n 	Cr y ot o m e	 G	 	 T h er m o	 S ci e ntifi c,	

Br a u n s c h w ei g,	 D e ut s c hl a n d 	

C S 1 0 1 0 Z 9 9 0 2 	

Ti s s u e	 Fr e e zi n g	 M e di u m ® 	 J u n g,	 L ei c a	 Mi cr o s y st e m s	

N u s sl o c h,	 D e ut s c hl a n d 	

0 2 0 1 0 8 9 2 6 	

T a b ell e	 6 :	 M at eri ali e n	f ür	I m m u nfl u or e s z e nz a n al y s e n	 mit	 B e z u g s q u ell e n .	

F ür	 di e	 C O X -2	 F är b u n g	 w ur d e n	 di e	 Ni er e n	i n	 G P A S	fi xi ert.	 G P A S	s et zt	si c h	z us a m m e n	 a us	

2, 5	  %	 Gl ut ar al d e h y d,	 1 0	  m M	  N atri u m p eri o d at,	 4 0	  m M	 P h os p h at p uff er	 u n d	 1	  %	

Essi gs ä ur e. 		

	

Pri m är a nti k ör p er 	

A nti k ör p er 	 H er st ell er 	 C at.	 N o. 	

A nti -A Q P 2	( C -1 7),	 1: 5 0 0 	 S a nt a	 Cr u z	 Bi ot e c h n ol o g y,	 S a nt a	 Cr u z,	 U S A 	 S c -9 8 8 2 	

A nti -C O X -2	( M -1 9),	 1: 5 0 0 	 S a nt a	 Cr u z	 Bi ot e c h n ol o g y,	 S a nt a	 Cr u z,	 U S A 	 S c -2 3 9 8 4 	

A nti -V -A T P a s e	( H -1 4 0),	 1: 5 0 0 	 S a nt a	 Cr u z	 Bi ot e c h n ol o g y,	 S a nt a	 Cr u z,	 U S A 	 S c -2 8 8 0 1 	

T a b ell e	 7 :	 Pri m är a nti k ör p er	f ür	I m m u nfl u or e s z e n z.	

	

S e k u n d är a nti k ör p er 	

A nti k ör p er 	 H er st ell er 	 C at.	 N o. 	

Al e x a	 Fl u or â 	5 6 8,	 1: 1 0 0 0,	

r a b bit	

I n vitr o g e n,	 K arl sr u h e,	 D e ut s c hl a n d	 A -1 1 0 1 1 	

Al e x a	 Fl u or â 	4 8 8,	 1: 1 0 0 0,	

g o at 	

I n vitr o g e n,	 K arl sr u h e,	 D e ut s c hl a n d	 A -2 1 2 2 2 	

T a b ell e	 8 :	 S e k u n d är a nti k ör p er	f ür	I m m u nfl u or e s z e n z.	

	

2. 1. 4  Z ell k ult ur	 	

2. 1. 4. 12. 1. 4. 1  Z ellli ni e	 	Z ellli ni e	 	

I n	f ol g e n d er	 T a b ell e	si n d	 di e	 Z ell e n	 a uf g ef ü hrt,	 mit	 d e n e n	 di e	 V ers u c h e	i n	 d er	 Z ell k ult ur	

d ur c h g ef ü hrt	 w ur d e n.	 	
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Z ellli ni e 	

Z ell e n 	 B e z u g s q u ell e 	

M a di n	 D ar b y	 C a ni n e	 Ki d n e y	 Z ell e n,	 Kl o n	 1 1 	 H err n	 Pr of e s s or	  Dr.	  O b e rl eit n er,	

M e di zi ni s c h e	 F a k ult ät,	  W e stf äli s c h e	

Wil h el m s -U ni v er sit ät	 M ü n st er 	

T a b ell e	 9 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 di e	 v er w e n d et e n	 Z ell e n	i n	 d er	 Z ell k ult ur	 mit	 B e z u g s q u ell e.	

	

2. 1. 4. 22. 1. 4. 2  M at eri ali e n	i n	 d er	 Z ell k ult ur 	M at eri ali e n	i n	 d er	 Z ell k ult ur 	

Di e	 f ol g e n d e n	 T a b ell e n	 list e n	 di e	 i n	 d er	 Z ell k ult ur	 v er w e n d et e n	 N ä hr m e di e n,	 i hr e	

Z us ät z e ,	 P uff er	u n d	 w eit er e	 L ös u n g e n	 a uf .	

N ä hr m e di e n	 u n d	i hr e	 Z u s ät z e 	

Pr o d u kt 	 H er st ell er 	 C at.	 N o. 	

D M E M,	 mit	 Gl ut a mi n,	 mit	 2, 2 	g / L	

N a H C O 3 	

Bi o c hr o m	 A G,	 B erli n,	 D e ut s c hl a n d 	 F G 0 4 1 5 	

D M E M / H A M’ S	 F -1 2	 mit	 st a bil e m	

Gl ut a mi n 	

Bi o c hr o m	 A G,	 B erli n,	 D e ut s c hl a n d 	 F G 4 8 1 5 	

F B S	 S u p eri or 	 Bi o c hr o m	 A G,	 B erli n,	 D e ut s c hl a n d 	 S 0 6 1 5 	

Tr y p si n	 0, 0 5 	% 	/ 	E D T A	 0, 0 2 	% 	 Bi o c hr o m	 A G,	 B erli n,	 D e ut s c hl a n d 	 L 2 1 4 3 	

P e ni cilli n / Str e pt o m y ci n 	 Bi o c hr o m	 A G,	 B erli n,	 D e ut s c hl a n d 	 A 2 2 1 3 	

D M S O 	 Si g m a -Al dri c h ,	 St ei n h ei m,	 D e ut s c hl a n d	 D 2 6 5 0 	

T a b ell e	 1 0 :	Ü b er si c ht	 ü b er	 N ä hr m e di e n	 u n d	i hr e	 Z u s ät z e 	mit	 B e z u g s q u ell e n .	

	

P uff er 	

B e z ei c h n u n g 	 Z u s a m m e n s et z u n g 	

E D T A -P uff er 	 0, 2 	g	 E D T A	( Titri pl e x	III)	 v o n	 M er c k	 8 4 1 8 	

8, 0 	g	 N a Cl 	

0, 2 	g	 K Cl 	
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1, 1 5 	g	 1, 5	 m M	 N a 2 H P O 4 	

0, 2 	g	 K H 2 P O 4 	

a d	 1 	L	 st eril e s	 A q u a	 d e st 	

H B S 	 1 0	 m M 	D -Gl u c o s e 	

4 0	 m M	 H E P E S 	

1 0	 m M	 K Cl 	

2 7 0	 m M	 N a Cl 	

1, 5	 m M	 N a 2 H P O 4 	

T a b ell e	 1 1 :	 P uff er	i n	 d er	 Z ell k ult ur.	

D er	 p H -W ert	 d es	 E D T A -P uff ers	  w ur d e	 n a c h	 F erti gst ell u n g	 z wis c h e n	 7, 1	 u n d	 7, 3	

ei n g est ellt,	 a ns c hli e ß e n d	 w ur d e	 d er	 P uff er	f ür	 3 0	 Mi n ut e n	 b ei	 1 2 1° C	 a ut o kl a vi ert	 u n d	

d a n n	 b ei	 4 	° C	 g el a g ert.		

D er	 p H -W ert	 v o n	 H B S	 w ur d e	 a uf	 7, 1 3	 ei n g est ellt	 u n d	 b ei	 -2 0	° C	 g el a g ert.	 	

	

2. 1. 4. 32. 1. 4. 3  Sti m ul a n zi e n	 u n d	I n hi bit or e n 	Sti m ul a n zi e n	 u n d	I n hi bit or e n 	

N a c hf ol g e n d e	  Ü b ersi c ht e n	 f ass e n	 all e 	 A g e n zi e n	 z us a m m e n,	 di e	 i n	 d e n	

Z ell k ult ur v ers u c h e n	 ei n g es et zt 	w ur d e n.	 	

Sti m ul a n z 	

Pr o d u kt 	 H er st ell er 	 C at.	 N o. 	

A n gi ot e n si n	II 	 Si g m a -Al dri c h ,	 St ei n h ei m,	 D e ut s c hl a n d	 A 9 5 2 5 	

T a b ell e	 1 2 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 Sti m ul a n z	f ür	 Z ell v er s u c h e	 mit	 B e z u g s q u ell e.	

	

I n hi bit or e n	

Pr o d u kt 	 H er st ell er 	 C at.	 N o. 	

S B	 2 0 2 1 9 0 	 C al bi o c h e m,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d 	 5 5 9 3 8 8 	

P D	 9 8 0 5 9 	 C al bi o c h e m,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d 	 5 1 3 0 0 0 	

C al p h o sti n	 C 	 Si g m a -Al dri c h ,	 St ei n h ei m,	 D e ut s c hl a n d	 C 6 3 0 3 	

A c et o v a nill o n e 	 Si g m a -Al dri c h,	 St ei n h ei m,	 D e ut s c hl a n d 	 S T B D 1 4 9 0 V 	

T a b ell e	 1 3 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	di e	 I n hi bit or e n	f ür	 Z ell v er s u c h e	 mit	 B e z u g s q u ell e n.	

D a s	 Sti m ul a n z	 u n d	 di e	I n hi bit or e n	 w ur d e n	 all e	i n	 Di m et h yl	 S ulf o xi d	( D M S O )	g el öst.	 	
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2. 1. 4. 42. 1. 4. 4  M at eri ali e n	 u n d	 G er ät e	i n	 d er	 Z ell k ult ur 	M at eri ali e n	 u n d	 G er ät e	i n	 d er	 Z ell k ult ur 	

T a b ell e	 1 4 	list et	  w eit er e	  M at eri ali e n	 u n d	  G er ät e	 a uf,	 di e	 i n	 d er	 Z ell k ult ur	 v er w e n d et	

w ur d e n. 	

M at eri ali e n	 u n d	 G er ät e 	

Pr o d u kt 	 H er st ell er 	 C at.	 N o. 	

6	 W ell	 Z ell k ult ur pl att e n 	 C o st ar,	 C or ni n g,	 N Y,	 U S A 	 3 5 0 6 	

K ult urfl a s c h e n	 T 7 5	 b e s c hi c ht et 	 N u n c,	 R o s kil d e,	 D ä n e m ar k 	 1 5 6 4 9 9 	

D e c k gl ä s er	 1 2	 m m	 Ø 	 V W R,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d 	 6 3 1	 – 	1 5 7 7 	

Z ä hl k a m m er	f ür	 Z ell e n,	 N e u b a u er 	 L a b or o pti k,	 L a ci n g,	 Gr o ß brit a n ni e n 	 	

Pi p e tt e n	 Pi p et m a n	 Cl a s si cT M 	 Gil s o n,	 Mi d dl et o n,	 WI,	 U S A 	 	

Filt er s pit z e n	f ür	 Pi p ett e n 	 S ar st e dt,	 N ü m br e c ht,	 D e ut s c hl a n d 	 	

S er ol o gi s c h e	 Pi p ett e n,	 ei n z el n	

v er p a c kt 	

C o st ar,	 C or ni n g,	 N Y,	 U S A 	 	

I n v er s mi kr o s k o p	 mit	

P h a s e n k o ntr a st ei nri c ht u n g	 A xi o v ert	

4 0	 C F L 	

Z ei s s,	 O b er k o c h e n,	 D e ut s c hl a n d 	 	

Di git al k a m er a	 C o ol pi x	 4 5 0 0 	 Ni k o n,	 D ü s s el d orf,	 D e ut s c hl a n d 	 	

Si c h er h eit s w er k b a n k	 H er a	 S af e 	 T h er m o	 Fi s h er	 S ci e ntifi c,	 Dr ei ei c h,	

D e ut s c hl a n d 	

	

Z elli n k u b at or	 H er a	 C ell	 1 5 0 	 T h er m o	 Fi s h er S ci e ntifi c,	 Dr ei ei c h,	

D e ut s c hl a n d 	

	

Z e ntrif u g e	 R oti x a / R P	( R ot or	 4 2 9 4) 	 H etti c h,	 T uttli n g e n,	 D e ut s c hl a n d 	 	

W a s s er b a d 	 G F L,	 B ur g w e d el,	 D e ut s c hl a n d 	 	

T a b ell e	 1 4 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 M at eri ali e n	 u n d	 G er ät e	i n	 d er	 Z ell k ult ur	mit	 B e z u g s q u ell e n .		

	

2. 1. 5  C h e mi k ali e n	i m	 L a b or	 	

N a c hf ol g e n d	 a uf g ef ü hrt	 si n d	 al p h a b etis c h	 g e or d n et e	 C h e mi k ali e n,	 di e	 i m	 R a h m e n	

di es er	 Ar b eit	 v er w e n d et	 w ur d e n. 	
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C h e mi k ali e n	i m	 L a b or 	

Pr o d u kt 	 H er st ell er 	 C at.	 N o. 	

A g ar o s e	 N E E O	 Ultr a -Q u alit ät 	 R ot h,	 K arl sr u h e,	 D e ut s c hl a n d 	 2 2 6 7. 4 	

A P S 	 Bi o m ol,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	 5 0 4 0 4 	

Br o m p h e n ol bl a u 	 Si g m a,	 St ei n h ei m,	 D e ut s c hl a n d 	 C 9 0 0 8 	

Di n atri u m h y dr o g e n p h o s p h at	

H e pt a h y dr at 	

M er c k,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d 	 6 5 7 4 	

D T T 	 Bi o m ol,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	 0 4 0 1 0 	

E s si g s ä ur e	 1 0 0	 % 	 R ot h,	 K arl sr u h e,	 D e ut s c hl a n d 	 6 7 5 5. 2 	

Et h a n ol 	 M er c k,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d 	 1. 1 1 7 2 7 	

Et hi di u m br o mi dl ö s u n g	 0, 0 2 5	 % 	 R ot h,	 K arl sr u h e,	 D e ut s c hl a n d 	 H P 4 7. 1 	

Fi c oll	 4 0 0 	 P h ar m a ci a	 Bi ot e c h,	 Fr ei b ur g,	

D e ut s c hl a n d 	

1 7 -0 4 0 0 -0 1 	

Gl y c eri n 	 M er c k,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d 	 1 0 4 0 9 4 	

Gl y ci n 	 A p pli C h e m,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d 	 A 1 3 7 7 	

H 2 O,	 st eril 	 V W R	 Pr ol a b o	 C h e mi c al s,	 L utt er w ort h,	

Gr o ß brit a n ni e n 	

8 3 6 5 0. 3 2 0 	

I s o pr o p a n ol	 1 0 0	 %	 A p ot h e k e	 U ni kli ni k	 D ü s s el d orf,	

D e ut s c hl a n d 	

	

K ali u m c hl ori d 	 Si g m a -Al dri c h ,	 St ei n h ei m,	 D e ut s c hl a n d	 P 9 5 4 1 	

K ali u m h y dr o g e n p h o s p h at 	 M alli n c kr o dt	 B a k er	 B. V.,	 D e v e nt er,	

Ni e d erl a n d e 	

0 2 4 0 	

L u mi n ol 	 Fl u k a,	 B u c h s,	 S c h w ei z 	 0 9 2 5 3 	

M et h a n ol 	 P a n cr e a c,	 C a st ell ar	 d el	 V all é s,	 S p a ni e n 	 1 3 1 0 9 1 	

N atri u m c hl ori d 	 A p pli C h e m,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d 	 A 2 9 4 2 	

Or a n g e	 G 	 Fl u k a,	 B u c h s,	 S c h w ei z 	 7 5 3 8 0 	

P ar af or m al d e h y d	 4	 % 	 M or p hi st o,	 Fr a n kf urt	 a. M.,	

D e ut s c hl a n d 	

1 1 7 6 2 	

R N a s e	 A w a y â 	 M ol e c ul ar	 Bi o Pr o d u ct s,	 S a n	 Di e g o,	 U S A 	 7 0 0 5 -1 1 	
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R oti p h or e s e â 	G el	 3 0	 % 	 R ot h,	 K arl sr u h e,	 D e ut s c hl a n d 	 3 0 2 9. 2 	

S D S 	 Bi o m ol,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	 0 4 0 5 1. 1 	

T E M E D	 9 9	 % 	 R ot h,	 K arl sr u h e,	 D e ut s c hl a n d 	 2 3 6 7 	

T RI S	 B a s e 	 R ot h,	 K arl sr u h e,	 D e ut s c hl a n d 	 4 8 5 5. 2 	

T RI S	 H Cl 	 Si g m a -Al dri c h ,	 St ei n h ei m,	 D e ut s c hl a n d	 T 5 9 4 1 	

T w e e n â 	2 0 	 M er c k,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d 	 8. 1 7 0 7 2. 1 0 0 0 	

W a s s er st off p er o xi d	 3 0	 % 	 R ot h,	 K arl sr u h e,	 D e ut s c hl a n d 	 8 0 7 0. 2 	

T a b ell e	 1 5 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 C h e mi k ali e n	i m	 L a b or	 mit	 B e z u g s q u ell e n.	

	

2. 1. 6  Pr ot ei n a n al y s e n 	

Di e	f ol g e n d e n	 T a b ell e n	 st ell e n	 all e	 M o d ul e,	 P uff er,	 u n d 	A nti k ör p er	 d ar,	 di e	f ür	 W est er n	

Bl ot	 A n al ys e n	 b e n ut zt	 w ur d e n.	 	

M o d ul e	f ür	 W e st er n	 Bl ot	 A n al y s e n	 	

B e z ei c h n u n g 	 H er st ell er 	

Mi ni -P R O T E A N â 	T etr a	 C ell 	 Bi o -R a d,	 M ü n c h e n,	 D e ut s c hl a n d 	

Mi ni	 Tr a n s -Bl ot â 	C ell 	 Bi o -R a d,	 M ü n c h e n,	 D e ut s c hl a n d 	

P o w er P a c T M 	U ni v er s al 	 Bi o -R a d,	 M ü n c h e n,	 D e ut s c hl a n d 	

T a b ell e	 1 6 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 M o d el	f ür	 W e st er n	 Bl ot	 A n al y s e n	 mit	 B e z u g s q u ell e n.	

	

P uff er	 f ür	 W e st er n	 Bl ot	 A n al y s e n	

P uff er 	 Z u s a m m e n s et z u n g 	

P B S	( p H	 7, 4)	 	 1 3 7	 m M	 N a Cl 	

2, 6 8	 m M	 K Cl 	

4, 2 9	 m M	 N a 2 H P O 4 	·	 7	 H2 O 	

1, 4 7	 m M	 K H 2 P O 4 	

4	 x	 L a e m mli -Pr o b e n p uff er 	 1 6 0	 m M	 Tri s	 H cl	 p H	 6, 8 	

6, 4 	%	 S D S 	

3 2 	%	 Gl y c er ol 	
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0, 3 2 	%	 Br o m p h e n ol bl a u 	

2 0 0	 m M	 D T T 	

Tr e n n g el p uff er	( p H	 8, 8) 	 3 6 0 	m M	 Tri s	 H cl 	

1 1 4 0	 m M	 Tri s	 B a s e 	

0, 4 	%	 S D S 	

S a m m el g el p uff er	( p H	 6, 9) 	 4 8 4	 m M	 Tri s	 H cl 	

1 6	 m M	 Tri s	 B a s e 	

0, 4 	%	 S D S	 	

P ol y a cr yl a mi d g el 	 	

2	 1 0 	%i g e	 Tr e n n g el e 	 3	 ml	 R oti p h or e s e ® 	

1, 5	 ml	 V E -W a s s er	 	

4, 5	 ml	 Tr e n n g el p uff er	 	

9 0	 µl	 1 0 	%	 A P S 	

1 5	 µl	 T E M E D	 	

2	 S a m m el g el e 	 0, 5 3 5	 ml	 R oti p h or e s e ® 	

1, 1 3 5	 ml	 V E -W a s s er	 	

1, 6 6 5	 ml	 S a m m el g el p uff er	 	

4 0	 µl	 1 0 	%	 A P S  

5	 µl	 T E M E D 	

L a uf p uff er	f ür	 S D S -P A G E 	 1 9 1, 8	 m M	 Gl y ci n 	

2 3, 9	 m M	 Tri s	 B a s e 	

0, 1 	%	 S D S 	

Tr a n sf er p uff er 	 3 1	 m M	 Tri s	 B a s e 	

2 4 0	 m M	 Gl y ci n 	

2 0 	%	 M et h a n ol 	

Pr ot ei n w a s c h p uff er 	 1 2, 9	 m M	 Tri s	 p H	 7, 5 	

1 2 9	 m M	 N a Cl 	

0, 1 3 	%	 T w e e n	 2 0	 	

E C L -L ö s u n g	 A 	 1 0 0	 m M	 Tri s	 p H	 8, 5 	

0, 4	 m M	 C o u m ari n s ä ur e	( g el ö st	i n	 D M S O)  

2, 5	 m M	 L u mi n ol	( g el ö st	i n	 D M S O) 	

E C L -L ö s u n g	 B 	 1 0 0	 m M	 Tri s	 p H	 8, 5 	

5, 8 7	 m M	 H 2 O 2 	

T a b ell e	 1 7 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 P uff er	f ür	 W e st er n	 Bl ot	 A n al y s e n.	
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Ei n e	 A ufli st u n g	 d er	 b e n ut zt e n	 Pri m är -	 u n d	 S e k u n d är a nti k ör p er	 f ür	  W est er n	 Bl ot	

A n al ys e n	 fi n d et	si c h	i n	 d e n	f ol g e n d e n	 z w ei	 T a b ell e n.	

Pri m är a nti k ör p er	 	

A n ti k ör p er	 H er st ell er 	 C at.	 N o. 	

A nti -C O X -2,	 1: 2 0 0 0 	 C a y m a n,	 A n n	 Ar b or,	 U S A 	 1 6 0 1 2 6 	

A nti -ß -A kti n,	 1: 2 0 0 0 0 	 Si g m a -Al dri c h ,	 St ei n h ei m,	 D e ut s c hl a n d	 A 5 3 1 6 	

A nti -p 4 4 / 4 2	 M A P K	( E R K	 ½)	 1: 1 5 0 0 	 C ell	 Si g n ali n g,	 L ei d e n,	 Ni e d erl a n d e 	 9 1 0 2 	

a nti -P h o s p h o -p 4 4 / 4 2	 M A P K	( E R K	

½)	( T hr 2 0 2 / T yr 2 0 4)	 1: 1 0 0 0 	

C ell	 Si g n ali n g,	 L ei d e n,	 Ni e d erl a n d e 	 9 1 0 1 	

a nti -p 3 8	 M A P K	 1: 1 5 0 0 	 C ell	 Si g n ali n g,	 L ei d e n,	 Ni e d erl a n d e 	 9 2 1 2 	

a nti -P h o s p h o -p 3 8	 M A P K	

( T hr 1 8 0 / T yr 1 8 2)	 1: 1 0 0 0	

C ell	 Si g n ali n g,	 L ei d e n,	 Ni e d erl a n d e 	 9 2 1 1 	

T a b ell e	 1 8 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 Pri m är a nti k ör p er	mit	 V er d ü n n u n g e n	 u n d	 B e z u g s q u ell e n .	

	

S e k u n d är a nti k ör p er 	

A nti k ör p er 	 H er st ell er 	 C at.	 N o. 	

A nti -K a ni n c h e n	I g G,	 H R P -

k o nj u gi ert,	 1: 7 5 0 0 	

G E	 H e alt h c ar e,	 Fr ei b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	 N A 9 3 4 V 	

A nti -M a u s,	 H R P -k o nj u gi ert,	

1: 7 5 0 0 	

D a k o,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	 P 0 4 4 7 	

T a b ell e	 1 9 :	Ü b er si c ht	 ü b er	 S e k u n d är a nti k ör p er	 mit	 V er d ü n n u n g e n	 u n d	 B e z u g s q u ell e n .	

A nti k ör p er	 f ür	  W est er n	 Bl ots	  w ur d e n	 j e	 n a c h	 V er d ü n n u n g	  mit	 Pr ot ei n w as c h p uff er	

v ers et zt	 u n d	 b ei	 4°	 C	 g el a g ert.	 Hi er d ur c h	 w ar	 ei n e	 M e hrf a c h v er w e n d u n g	 m ö gli c h.	 	

	

2. 1. 7  V er br a u c h s m at eri ali e n	 u n d	 G er ät e 	

Ei n e	 Ü b ersi c ht	 ü b er	 w eit er e 	M at eri ali e n	 u n d	 G er ät e	 g e b e n 	f ol g e n d e	 T a b ell en .	

V er br a u c h s m at eri ali e n 	

Pr o d u kt 	 H er st ell er 	 C at.	 N o	 	
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P a st e ur pi p ett e n 	 R oti ol a b,	 Dr ei ei c h,	 D e ut s c hl a n d 	 2 6 0 0 1 1 1 	

C o m biti p s	 a d v a n c e d ® 	0, 5	 ml 	 E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	 0 0 3 0 0 8 9. 7 8 2 	

S af e S e al	 G ef ä ß e	( 0, 5;	 1, 5;	 2	 ml) 	 S ar st e dt,	 N ü m br e c ht,	 D e ut s c hl a n d 	 	

S af e -L o c k	 T u b e s	 0, 5	 ml 	 	 E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	 0 0 3 0 1 2 1. 0 2 3 	

T u b e s	( 1 5;	 5 0	 ml),	 P P,	 c o ni c al	

b ott o m,	 st eril e 	

Gr ei n er	 Bi o -O n e,	 Fri c k e n h a u s e n,	

D e ut s c hl a n d 	

	

Pi p ett e n s pit z e n	 e p	 T.I. P. S.	 D u alfilt er	

1 0	 µl	 M 	

E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	 	

Nitr o c ell ul o s e	 M e m br a n 	 W h at m a n	 Pr otr a n,	 D a s s el,	

D e ut s c hl a n d 	

1 0 4 0 1 1 9 6 	

Bl otti n g -P a pi er 	 W h at m a n,	 D a s s el,	 D e ut s c hl a n d 	 1 0 4 2 6 8 9 2 	

T a b ell e	 2 0 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 M at eri ali e n	i m	 L a b or	 mit	 B e z u g s q u ell e n.	

	

G er ät e 	

Pr o d u kt	 	 H er st ell er	 	

Bi o P h ot o m et er 	 E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	

Br ut s c hr a n k	 F u n cti o n	 Li n e 	 H er a e u s,	 H a n a u,	 D e ut s c hl a n d 	

C e ntrif u g e	 5 4 1 R	( R ot or	 F -4 5 -2 4 -1 1) 	 E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	

D T X	 8 8 0	 M ulti m o d e	 D et e ct or 	 B e c k m a n	 C o ult er,	 Kr ef el d,	 D e ut s c hl a n d 	

Ei s m a s c hi n e	 A F	 8 0 	 S c ot s m a n ®,	 M ail a n d,	It ali e n 	

El e ktr o p h or e s e k a m m er	 A g a g el 	 Bi o m etr a,	 G ötti n g e n,	 D e ut s c hl a n d 	

I m a g er	 Fl u or C h e m®	 F C 2 	 Bi o z y m,	 H e s s,	 Ol d e n d orf,	 D e ut s c hl a n d 	

L a b or s c h üttl er	 H S	 2 6 0	 c o ntr ol 	 I K A®,	 St a uf e n,	 D e ut s c hl a n d 	

L a b or w a a g e 	 Bi z er b a,	 B ali n g e n,	 D e ut s c hl a n d 	

M a st er c y cl er 	 E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	

Mi kr o w ell e	 N N -E 2 0 2 C B 	 P a n a s o ni c,	 Wi e s b a d e n,	 D e ut s c hl a n d 	

p H -M et er	 7 6 6	 C ali m ati c 	 K ni c k,	 B erli n,	 D e ut s c hl a n d 	

Pi c o	 2 1	 C e ntrif u g e	( R ot or	 7 5 0 0 3 4 2 4) 	 H er a e u s,	 H a n a u,	 D e ut s c hl a n d 	
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Pi p etti er hilf e	 E a s y p et 	 E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	

R e al	 Ti m e	 P C R	 S y st e m	 7 3 0 0 	 A p pli e d	 Bi o s y st e m s,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d 	

R e s e ar c h	 pl u s	( 0, 1 -2, 5	 µl) 	 E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	

R ef er e n c e	( 2 -2 0;	 5 0 -2 0 0	 µl )	 E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	

R ef er e n c e	 2	( 0, 1 -2, 5;	 0, 5 -1 0;	 1 0 -1 0 0;	 1 0 0 -

1 0 0 0	 µl) 	

E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	

S h a k er	 Mi ni	 S e e -S a w	 R o c k er	 S S M 4 	 St u art,	 St aff or d s hir e,	 Gr o ß brit a n ni e n 	

S h a k er	 R o c ki n g	 Pl atf or m 	 V W R,	 D ar m st a dt,	 D e ut s c hl a n d	 	

S p a n n u n g s q u ell e	 P o w er	 P a c	 3 0 0 	 Bi o -R a d,	 M ü n c h e n,	 D e ut s c hl a n d 	

T h er m o mi x er 	c o mf ort	 	 E p p e n d orf,	 H a m b ur g,	 D e ut s c hl a n d 	

T h er m o st at	 Dr y Bl o c k H e ati n g	 Bi o T D B -1 0 0 	 Bi o s a n,	 Ri g a,	 L ettl a n d 	

T a b ell e	 2 1 :	 Ü b er si c ht	 ü b er	 G er ät e	i m	 L a b or	 mit	 B e z u g s q u ell e n.	

	

2. 1. 8  S oft w ar e	 u n d	 St ati sti k 	

N a c hf ol g e n d e	 T a b ell e	list et	 di e	i n	 di es er	 Ar b eit	 v er w e n d et e n	 Pr o g r a m m e	 a uf.		

	S oft w ar e	 u n d	 St ati sti k 	

Pr o gr a m m 	 A n w e n d u n g 	

Fl u or C h e m	 F C 2	 V er si o n	 6. 0. 2 	 A u sf ü hr u n g	 d e s	I m a gi n g	 S y st e m s	 	

Al p h a E a s e	 F C	 V er si o n	 6. 0. 0 	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g	 d er	 B a n d e n 	

C a y m a n	 A n al y si s	 T o ol s	 	 A u s w ert u n g	 d er	 E LI S A	 Er g e b ni s s e	 	

A xi o Vi si o n	 L E	 S oft w ar e,	 C arl s	 Z ei s s	

Mi cr oi m a gi n g	 S ol uti o n s	 	

A n al y s e	 d er	 k o nf o k al e n	

Fl u or e s z e n z mi kr o s k o pi e 	

Mi cr o s oft	 E x c el	 2 0 1 6 	 St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g 	

Gr a p h P a d	 Pri s m	 5	 S oft w ar e	I n c.	 	 Di a gr a m m e	 u n d	 st ati sti s c h e	 A u s w ert u n g 	

E n d N ot e	 X 7 	 Lit er at ur a n g a b e n 	

T a b ell e	 2 2 :	 Ü b er sic ht	 ü b er	 v er w e n d et e	 S oft w ar e	 mit	 A n w e n d u n g s g e bi et .	
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2. 2  M et h o d e n 	

2. 2. 1  Pr o st a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	i n	 2 4 	St u n d e n 	S a m m el uri n	 v o n	 M ä u s e n 	

Di e	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	  w ur d e	 i m	 2 4 	 St u n d e n 	 S a m m el uri n	 v o n	 1 2 9/ S v E v 	

M ä us e n	 z u	 V ers u c hs b e gi n n	 u n d	 n a c h	 ei n er	 z w ei w ö c hi g e n	 A n g 	II	 I nf usi o n	 n a c h	 ei n er	

I m pl a nt ati o n	 v o n	 os m otis c h e n	 Mi ni p u m p e n	 v o n	 Al z etÒ 	b e sti m mt.	 A n g	II	 w ur d e	i n	 ei n er	

K o n z e ntr ati o n	 v o n	 1 0 0 0	 n g/ k g/ mi n	 v er a br ei c ht.	 Di e	I m pl a nt ati o n	 u n d	 G e wi n n u n g	 d es	

S a m m el uri ns	 erf ol gt e	 fr e u n dli c h er w eis e	 d ur c h	  wiss e ns c h aftli c h e	  Mit ar b eit er	 d er	

Ar b eits gr u p p e,	 di e	i m	 Ti ers c h ut z v ertr a g	 g elist et	 u n d	 d ur c h	 ei n e n	 Ti er v ers u c hs k urs	f ür	

E x p eri m e nt e	 mit	 Ti er e n	 b er e c hti gt	si n d.	 D as	 A kt e n z ei c h e n	 d er	 Z E T T	l a ut et	 G 2 1 6 -0 8.	 Z ur	

G e wi n n u n g	 v o n	 2 4 	St u n d e n 	S a m m el uri n	 w ur d e n	 M ä us e	 ei n z el n	i n	 m et a b olis c h e	 K äfi g e	

g es et zt.	 D er	 Uri n	 w ur d e	 d ur c h	 ei n e n	 Tri c ht er	 g es a m m elt.	 N a c h	 2 4	 St u n d e n	 w ur d e	 d as	

Uri n v ol u m e n	 g e w o g e n.	  Di e	  Uri n pr o b e n	  w ur d e n	 n a c h	 i hr er	  G e n eri er u n g	 z e ntrif u gi ert,	

u m	 f est e	  Uri n b est a n dt eil e	 z u	 e ntf er n e n,	 a ns c hli e ß e n d	 ali q u oti ert	 u n d	 b ei	 -8 0	 ° C	

g el a g e rt.	 Di e	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	 w ur d e	 s c hli e ßli c h	 a us	 d e n	 Uri n pr o b e n	 mitt els	

ei n es	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	 E LI S A	 v o n	 C a y m a n	 n a c h	 d er	 u nt e n	 a n g e g e b e n e n	  M et h o d e	

g e m ess e n.	 	

	

2. 2. 2  E n z y m e -li n k e d	I m m u n o s or b e nt	 A s s a y		

F ür	 di e	 M ess u n g	 d er	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	K o n z e ntr ati o n	 a us 	d e m	 Ü b erst a n d	 d er	 Z ell e n	 u n d	

d e m	 S a m m el uri n	 v o n	 M ä us e n	 w ur d e	 ei n	 m o n o kl o n al es	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	E n z y m e -li n k e d	

I m m o n us or b e nt	 Ass a y	( E LI S A)	 v o n	 C a y m a n	 b e n ut zt.	 F ür	 di e	 H erst ell u n g	 d er	 P uff er	 mit	

d e n	i m	 Kit	 e nt h alt e n e n	 R e a g e n zi e n	( K o n z e ntr at e)	 w ur d e	 Ultr a P ur e 	W ass er	 v er w e n d et.	

All e	 K o n z e ntr at e	  w ur d e n	 d a mit	 z u	 g e br a u c hsf erti g e n	 L ös u n g e n	 v er d ü n nt.	  Di e	

h er g est ellt e n	 P uff er	  w ur d e n	 s c hli e ßli c h	 b ei	 4	 ° C	 g el a g ert.	 Als	 n ä c hst es	  w ur d e	 d er	

St a n d ar d	 h er g est ellt,	 si e h e	 d a z u 	 A b b.	 5 .	 Z u n ä c hst	  w ur d e	 d e m	 St a n d ar d	 1	  ml	

W as c h p u ff er	 hi n z u g ef ü gt	 u n d	 a ns c hli e ß e n d	 ei n e	 V er d ü n n u n gsr ei h e	  wi e	 u nt e n	

d ar g est ellt	 g est art et.	 Hi erf ür	 w ur d e n	 a c ht 	Mi kr or e a kti o ns g e f ä ß e	 d ur c h n u m m eri ert.	I n	

G ef ä ß	 ei n s 	w ur d e	 9 0 0	 µl	 W as c h p uff er	 g e g e b e n	 u n d	i n	 G ef ä ß	z w ei	 bis	 a c ht 	j e w eils	 5 0 0	 µl	

W as c h p uff er.	 A ns c hli e ß e n d	 w ur d e	 1 0 0	 µl	 d es	 St a n d ar d k o n z e ntr ats	i n	 d as	 erst e	 G ef ä ß	

ü b erf ü hrt.	 N a c h	 a usr ei c h e n d e m	 D ur c h mis c h e n	 d es	I n h alt es	 w ur d e	 5 0 0	 µl	i n	 d as	 z w eit e	
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G ef ä ß	 tr a n sf eri ert.	  Di es e	 V er d ü n n u n g	  w ur d e	 f ür	 di e	  G ef ä ß e	 dr ei	 bis	 a c ht 	 i d e ntis c h	

f ort g es et zt.		

	

A b b.	 5 :	 H er stell u n g	 d er	 St a n d ar dr ei h e .	Fr e u n dli c h er w ei s e	 z ur	 V erf ü g u n g	 g e st ellt	 v o n	 C a y m a n	 C h e mi c al. 	

	

Di e	i m	 Kit	 e nt h alt e n e	 9 6	 W ell	 Pl att e	ist	 g e br a u c hsf erti g	 u n d	 b er eits	 mit	 a nti -M a us	I g G	

v or b es c hi c ht et.	  Wi e	 i n	 A b b.	 6	 d ar g est ellt,	  m uss	 j e d e	 Pl att e	  mi n d est e ns	 z w ei	

N e g a ti v k o ntr oll e n	 ( Bl a n k),	 z w ei	  Ni c ht-S p e zifis c h e -Bi n d u n g e n	 ( N S B),	 z w ei	  M a xi m al -

Bi n d u n g e n	 ( B 0 )	 u n d	 di e	 k o m pl ett e	 St a n d ar dr ei h e	 i n	 d o p p elt er	 A usf ü hr u n g	 e nt h alt e n.	

Di es e	 V or g a b e n	 st ell e n	 pr ä zis e	 u n d	 r e pr o d u zi er b ar e	 Er g e b niss e	 si c h er.	  Di e	 9 6	  W ell	

Pl att e	 wir d	 n a c h 	H erst ell er a n g a b e n	 pi p etti ert.	 	

	

A b b.	 6 :	 S c h e m ati s c h	 d ar g e st ellt e	 9 6	 W ell	 Pl att e	f ür	 E LI S A.	Fr e u n dli c h er w ei s e	 z ur	 V erf ü g u n g	 g e st ellt	 v o n	
C a y m a n	 C h e mi c al. 	

B ei m	 Pi p etti er e n	 d es	 E LI S A	 w ar	 z u	 b e a c ht e n,	 d ass	 b ei	j e d e m	 n e u e n	 R e a g e n z	 ei n e	 n e u e	

Pi p ett e ns pit z e	 v er w e n d et	  w er d e n	  m uss.	 Z u n ä c hst	  w ur d e	 1 0 0	 µl	 E LI S A	 P uff er	 i n	  N S B	

hi n z u g e g e b e n	 u n d	 5 0	 µl	 z u	 B 0 .	 D ar a uf hi n	 w ur d e	 di e	 St a n d ar dr ei h e	 ( 5 0	 µl)	i n	 S 1-S 8	i n	



	
2 7 	

d o p p elt er	 A usf ü hr u n g	 pi p etti ert.	  N u n	  w ur d e n	 di e	 Pr o b e n	  mit	 j e w eils	 5 0	 µl	

hi n z u g e g e b e n.	 Als	 L et zt es	  w ur d e	 5 0	 µl 	d es	 Tr a c ers	 z u	 T A	 u n d	 Bl k	 d a z u g e g e b e n.	  D er	

Pr ost a gl a n di n a nti k ör p er	  w ur d e	 s c hli e ßli c h	 i n	 j e d es	  W ell	 a u ß er	 T A,	  N S B,	 u n d	 Bl k	

pi p etti ert.	 Di e	f erti g	 pi p etti ert e	 E LI S A	 Pl att e	 w ur d e	 d a n n	 mit	 d er	 Kl e b ef oli e	 a b g e d e c kt	

u n d	f ür	 1 8	 St u n d e n	 b ei	 4°	 C	i n k u bi ert.	 N a c h	 e i n e m	f ü nf m ali g e n	 W as c h v or g a n g	 w ur d e	

di e	 9 6	 W ell	 Pl att e	 mit	 d e m	 v er d ü n nt e n	 S u bstr at	f ür	 ei n e	 St u n d e	 u nt er	 a b g e d u n k elt e n	

B e di n g u n g e n	 a uf	 d e m	 S c h üttl er	 i n k u bi ert.	  Di e	 E xti n kti o n	  w ur d e	 d a n n	 b ei	 ei n er	

L ä n g e n w ell e	 v o n	 4 0 5	 n m	 u n d	 4 2 0	 n m	 i m	  Mi cr o pl att e nr e a d er	 D T X	 8 8 0	  M ulti m o d e	

D et e ct or 	s p e ktr o p h ot o m etris c h	 g e m ess e n.	 Di e	 A us w ert u n g	 d er	 M ess u n g e n	 erf ol gt e	 mit	

d e n	 E LI S A	 A n al ysis	 T o ols	 v o n	 C a y m a n. 	

	

2. 2. 3  R N A -I s oli er u n g	 a u s	 Ni er e n g e w e b e	

Di e	 R N A -Is oli er u n g	 a us	  Ni er e n g e w e b e,	  w el c h es	 fr e u n dli c h er w eis e	 d ur c h	 di e	

Ar b eits gr u p p e	 z ur 	V erf ü g u n g	 g est ellt	 w ur d e,	 erf ol gt e	 mit	 ei n e m	 R N e as y	 Mi ni	 Pl us	 Kit	

v o n	  Qi a g e n	 n a c h	 A n g a b e n	 d es	  H erst ell ers.	 Z u n ä c hst	  w ur d e n	 di e	  G e w e b e pr o b e n	 i n	

R N A L at er -L ös u n g	 ei n g efr or e n.	  Di e	 f ol g e n d e n	 Ar b eitss c hritt e	 erf ol gt e n	 u nt er 	 R N as e	

fr ei e n	 B e di n g u n g e n	 b ei	 R a u mt e m per at ur 	( R T).	 N a c h d e m	 di e	 R N A L at er-L ös u n g	 v orsi c hti g	

a b g es a u gt	 w ur d e,	 w ur d e	 6 0 0	 µl	 R L T -P uff er	 mit	 ß -M er c a pt o et h a n ol	 v er m e n gt.	 Hi er b ei	

w ur d e	 1 0	 µl	 ß -M er c a pt o et h a n ol	 pr o	 1	 ml	 R L T -P uff er	 b e n ut zt.	 Mit	 d e m	 Tiss u e	 R u pt or	

w ur d e	 d as	 G e w e b e	 u nt er	 st ar k	 d e n at uri er e n d e n	 B e di n g u n g e n	 z u n ä c hst	 h o m o g e nisi ert.	

N a c h	  Ü b erf ü hr u n g	 i n	  Mi kr o z e ntrif u g e n g ef ä ß e	  w ur d e n	 di e	 Pr o b e n	 b ei 	 m a xi m al er	

G es c h wi n di g k eit	f ür	 dr ei 	Mi n ut e n 	z e ntrif u gi ert.	 Di e	 Pr o b e	 w ur d e	 a ns c hli e ß e n d	i n	 ei n e	

g e n o mi s c h e	  D N A	 ( g D N A) -Eli mi ni er u n gss ä ul e	 ü b erf ü hrt,	 u m	 di e	 g D N A	 u nt er	

Z e ntrif u g ati o n	( 1 5	 S e k u n d e n ,	 1 0 0 0 0	r p m)	 z u	 bi n d e n.	 D a n n	 w ur d e	 di e	 Pr o b e	 mit	j e	 3 5 0	

µl	 R N as e -fr ei e m	 7 0	%i g e m	 Et h a n ol	 g e mis c ht.	 S c hli e ßli c h	 w ur d e	 di e	 Pr o b e	i n	 di e	 R N A -

Eli mi ni er u n gss ä ul e	 pi p etti ert,	 di e	 d ur c h	 ei n e	 M e m br a n	 di e	 R N A	 u nt er	 Z e ntrif u g a ti o n	( 1 5	

S e k u n d e n ,	 1 0 0 0 0	 r p m)	 bi n d et.	  Di e	 a uf g ef a n g e n e	 Fl üssi g k eit	  w ur d e	 d a n n	 v er w orf e n.	

A ns c hli e ß e n d	  w ur d e	 di e	 S ä ul e	  mit	 3 5 0	 µl	 R W 1 -P uff er	 g e w as c h e n	 u n d	 er n e ut	 f ür	 1 5	

S e k u n d e n 	b ei	 1 0 0 0 0	r p m	 z e ntrif u gi ert.	 F ür	 di e	 Eli mi ni er u n g	 d er	r estli c h e n	 g D N A	 w ur d e	

ei n 	G e mis c h	 a us	 1 0	 µl	 D N as e	I	 u n d	 7 0	 µl	 R D D -P uff er	 v or b er eit et.	 Di es es	 G e mis c h	 w ur d e	

a uf	 di e	 S ä ul e	 g e g e b e n	 u n d	f ür	 1 5	 Mi n ut e n 	i n k u bi ert.	 N a c h	 d er	 Z u g a b e	 v o n	 3 5 0	 µl	 R W 1-
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P uff er	  w ur d e	 di e	 S ä ul e	 f ür	 1 5	 S e k u n d e n 	 b ei	 1 0 0 0 0	 r p m	 z e ntrif u gi ert	 u n d	 di e	

a uf g ef a n g e n e	 Fl ü ssi g k eit	 v er w orf e n.	 Es	f ol gt e	 di e	 Z u g a b e	 v o n	 5 0 0	 µl	 R P E -P uff er	 u n d	 ei n e	

Z e ntrif u g ati o n	( 1 5	 S e k u n d e n ,	 1 0 0 0 0	 r p m).	 Di es er	 S c hritt	 w ur d e	 z w ei m al	 d ur c h g ef ü hrt.	

Di e	 a uf g ef a n g e n e	 Fl üssi g k eit	 w ur d e	 d a n n	 v er w orf e n.	 Di e	 S ä ul e	 w ur d e	 s c hli e ßli c h	i n	 ei n	

n e u es	 A uff a n g g ef ä ß	 ü b er f ü hrt	 u n d	 z w ei 	 Mi n ut e n 	 b ei	  m a xi m al er	  G es c h wi n di g k eit	

z e ntrif u gi ert.	 Als	l et zt es	 w ur d e	f ür	 di e	 El uti o n	 5 0	 µl	 R N as e	fr ei es	 H 2 O	i n	 di e	 Mitt e	 d er	

S ä ul e	 g e g e b e n	 u n d	f ür	 ei n e 	Mi n ut e 	b ei	 1 0 0 0 0	r p m	z e ntrif u gi ert.	 Di e	is oli ert e	 R N A	 k o n nt e	

d a n n	 w eit er v er ar b eit et	 w er d e n.	 	

	

2. 2. 4  R e v er s e	 Tr a n s kri pti o n 	

Mit	 d e m	 Q u a nti T e ct -Kit	 v o n	 Qi a g e n	 w ur d e	 n a c h	 d e n	 A n g a b e n	 d es	 H erst ell ers	 di e	r e v ers e	

Tr a ns kri pti o n	 d ur c h g ef ü hrt.	  Di e	 r e v ers e	 Tr a ns kri pti o n	 di e nt	 d er	  U ms c hr ei b u n g	 d er	

is oli ert e n	 R N A	i n	 k o m pl e m e nt är e	 D N A	 ( c D N A)	 f ür	 di e	 sp ät er e	 Q u a ntifi zi er u n g	 mitt els	

Q u a ntit ati v er	 R e al	 Ti m e	 P ol y m er as e -K ett e nr e a kti o n	 ( q P C R).	 F ür	 di e	 Tr a ns kri pti o n	

w ur d e n	 7 5 0	 n g	 R N A	 b e n ut zt.	  U m	 n o c h	 e v e nt u ell	 v or h a n d e n e	 g D N A	 z u	 eli mi ni er e n,	

w ur d e	 ei n	 V er d a u	 d er	 Pr o b e	 mit	 2	 µl	 g D N A	 Wi p e o ut	 B uff er	 d ur c h g ef ü hrt .	 Di e	I n k u b ati o n	

erf ol gt e	f ür	 dr ei 	Mi n ut e n 	b ei	 4 2 	° C	i m	 T h er m o bl o c k.	 D a n a c h	 w ur d e n	 di e	 Pr o b e n	 a uf	 Eis	

g el e gt.	  N a c h	 d e m	 g D N A -V er d a u	  w ur d e	 0, 5	 µl	 d er	 Pr o b e	 e nt n o m m e n.	 I n	 ei n er	

a ns c hli e ß e n d e n	 P C R	 wir d	 di e	 Pr o b e	 a uf	 n o c h	 v or h a n d e n e	 g D N A	 ü b er pr üft.	 F ür	 di e	 c D N A 	

S y nt h es e	  w ur d e	 ei n	 s o g e n a n nt er	  M ast er mi x	 a n g es et zt,	 d er	 a us	 4	 µl	 R T -B uff er,	 1	 µl	

R e v ers e	 Tr a ns kri pt as e,	 1	 µl	 R T -Pri m er -Mi x	 u n d	 0, 5	 µl	 R N as e -fr ei es	 H2 O	 b e st e ht.	 6, 5	 µl	

R T -M ast er mi x	  w ur d e	 s c hli e ßli c h	 d e n	 Pr o b e n	 hi n z u g e g e b e n,	 d a n n	 f ol gt e	 di e	 c D N A	

S y nt h es e	 i m 	M ast er c y cl er	 f ür	 2 5	 Mi n ut e n 	b ei	 4 2 	° C.	  D a n a c h	  wir d	 di e	 Pr o b e	 f ür	 dr ei	

Mi n ut e n 	b ei	 9 5 	° C	i n k u bi ert.	 Dur c h	 di es e	 Hit z e ei n wir k u n g	 wir d	 di e	 R e v ers e	 Tr a ns kri pt as e	

i n a kti vi ert.	 Di e	 g e w o n n e n e	 c D N A	 k a n n	 n u n	i n	 d er	 R e al	 Ti m e	 P C R	 u nt ers u c ht	 w er d e n.		

	

2. 2. 5  P ol y m er a s e -K et t e nr e a kti o n	

Di e	 kl assis c h e	 P ol y m er as e -K ett e nr e a kti o n	( P ol y m er as e	 C h ai n	 R e a cti o n,	 P C R)	 di e nt	 d er	

V er vi elf älti g u n g	 ei n er	 b esti m mt e n	  G e ns e q u e n z	 i n n er h al b	 ei n es	 c D N A	 A bs c h nitt es.	 I n	

d er	 v orli e g e n d e n	 Ar b eit	 w ur d e	 mit hilf e	 d er	 P C R	 ei n e	 Q u alit äts k o ntr oll e	 d er	is o li ert e n	
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R N A,	 d er	 R N A	 n a c h	 Wi p e o ut 	u n d	 d er	 u ms c hri e b e n e n	 c D N A	 d ur c h g ef ü hrt.	 Di e	 K o ntr oll e	

erf ol gt e	  mit	  G A P D H	 als	 h o us e k e e pi n g 	 G e n.	 Ei n	 R e a kti o ns a ns at z	 s et zt	 si c h	

f ol g e n d er m a ß e n	 z us a m m e n:		

R e a kti o n s a n s at z 	 M e n g e 	

H 2 O,	 N u kl e a s e	fr ei 	 1 6, 7 8	 µl 	

1 0 -f a c h	 P C R	 B uff er	i n	 1 5	 m M	 M g Cl2 	 2	 µl 	

d N T P	j e	 5	 m M 	 0, 4	 µl 	

R ü c k w ärt s pri m er	 1 0 0	 p M 	 0, 1	 µl 	

V or w ärt s pri m er	 1 0 0	 p M 	 0, 1	 µl 	

H ot St ar T a q -D N A -P ol y m er a s e 	 0, 1 2	 µl 	

c D N A / R N A / R N A	 n a c h	 Wi p e o ut 	 0, 5	 µl 	

T a b ell e	 2 3 :	 R e a kti o n s a n s at z	f ür	 G e n e x pr e s si o n s a n al y s e n.	

	

Di e	 P C R	 wir d	 s c hli e ßli c h	 i n	 ei n e m	 T h er m o c y cl er	 n a c h	f ol g e n d e m	 S c h e m a	 mit	i ns g es a mt	

4 0	 Z y kl e n	 d ur c h g ef ü hrt:	 	

•  I niti al d e n at uri er u n g	f ür	 1 5	Mi n ut e n 	b ei	 9 5	° C 	

•  D e n at uri er u n g	f ür	 3 0	 S e k u n d e n 	b ei	 9 5	° C 	

•  A n n e ali n g	f ür	 3 0	 S e k u n d e n 	b ei	 5 8	° C 	

•  El o n g ati o n	f ür	 3 0	 S e k u n d e n 	b ei	 7 2	° C 	

•  Fi n al e	 El o n g at i o n	f ür	f ü nf	 Mi n ut e n	b ei	 7 2	° C 	

Di e	 P C R -Pr o d u kt e	  w ur d e	 i n	 ei n e m	 1, 5 	 %i g e m	 A g ar os e -G el	 n a c h g e wi es e n.	  Hi er b ei	

w er d e n	 di e	 N u kl ei ns ä ur e n	 n a c h	i hr er	 Gr ö ß e	 a uf g etr e n nt	 u n d	 k ö n n e n	 d a n n	 d ur c h	 d as	

Et hi di u m br o mi d	si c ht b ar	 g e m a c ht	 w er d e n.	 F ür	 di e	 H erst ell u n g	 d es	 A g ar o s e -G el s	 w ur d e	

1, 5	 g	 A g ar os e	 i n	 1 0 0	  ml	 T A E -P uff er	 bis	 z ur	 v ollst ä n di g e n	 L ös u n g	 a uf g e k o c ht	 u n d	

a ns c hli e ß e n d	 b ei	 6 0 	 ° C	 g el a g ert.	  D a n n	  w ur d e n	 vi er	 Tr o pf e n	 Et hi u di u m br o mi d	

hi n z u g e g e b e n.	  N a c h	 A us h ärt u n g	 d es	  G els	  w ur d e	 es	 i n	 di e	 El e ktr o p h or es e k a m m er	

g es p a n nt.	 Di e s e	 K a m m er	ist	 mit	 T A E -P uff er	 g ef üllt.	 Di e	 P C R -Pr o b e n	 w ur d e n	 d a n n	 mit	



	
3 0 	

f ü nff a c h	  Or a n g e-G	 L a d e p uff er	 v er m e n gt	 u n d	 a n z e ntrif u gi ert.	  D a n a c h	 erf ol gt e	 di e	

L a d u n g	 v o n	 z u n ä c hst	 6	 µl	 1 0 0 -b p -M ar k ers	 u n d	j e	 9	 µl	 P C R -Pr o b e n	 pr o	 G elt as c h e.	 Di e	

El e ktr o p h or es e	 erf ol gt e	s c hli e ßli c h	 b ei	 ei n er	 k o nst a nt e n	 S p a n n u n g	 v o n	 8 5	 V	f ür	 et w a	 4 0	

Mi n ut e n .	 Mit	 ei n er	 U V-s e nsiti v e n	 K a m er a	i m	I m a gi n g	 S yst e m	 k o n nt e	 als	l et zt es	 d as	 Bil d	

a uf g e n o m m e n	 w er d e n. 	

	

2. 2. 6  Q u a ntit ati v e	 R e al -Ti m e	 P C R	( q P C R) 	

Di e	 q u a ntit ati v e	 R e al -Ti m e	 P C R	 b asi ert	 a uf	 d er	 M et h o d e 	d er	 h er k ö m mli c h e n	 P C R.	 Als	

B es o n d er h eit	  wir d	 b ei	 d er	 q P C R	  mit hilf e	 ei n es	 Fl u or es z e n zf ar bst off es	 di e	 c D N A	 i n	

E c ht z eit	 q u a ntifi zi ert.	 Als	 F ar bst off	  wir d	 S Y B R	  Gr e e n	 I	 v er w e n d et,	 es	 h a n d elt	 si c h	 u m	

ei n e n	 C y a ni n	 F ar bst off,	 d er	 u ns p e zifis c h	 a n	 d o p p elstr ä n gi g e	 D N A	 bi n d et.	 N a c h	j e d e m	

M ulti pli k ati o ns z y kl us	 wir d	 di e	 Fl u or es z e n z	 v o n	 S Y B R	 Gr e e n	I	 g e m ess e n,	 d a b ei	 st ei gt	 di e	

M e n g e	 d er	 Fl u or es z e n z	 pr o p orti o n al	 z ur	  M e n g e	 d er	 P C R -Pr o d u kt e.	  D er	 V erl a uf	 d es	

Fl u or es z e n zsi g n als	 wir d	 a n h a n d	 ei n er	 A m plifi k ati o ns k ur v e	 d ar g est ellt .	 Di e	 q P C R	 w ur d e	

f ür	 d e n	 N a c h w eis	 d er	 C O X-2	 D N A	 d ur c h g ef ü hrt.	 Als	 h o us e k e e pi n g 	G e n	 w ur d e	 hi er	 1 8 S	

v er w e n d et.	 Ei n	 R e a kti o ns a ns at z	s et zt	si c h	 wi e	i n	 T a b ell e	 2 4 	d ar g est ellt	 z us a m m e n:	 	

R e a kti o n s a n s at z 	 F ür	 C O X -2 	 F ür	 1 8 S 	

H P L C -W a s s er 	 8, 5	 µl 	 7	 µl 	

S Y B R	 Gr e e n	I 	 1 0 	µl 	 1 0	 µl 	

R ü c k w ärt s pri m er 	 0, 2 5	 µl 	 Pri m er mi x	 2	 µl 	

V or w ärt s pri m er 	 0, 2 5	 µl 	 -	

c D N A,	 1: 3 	 1	 µl 	 1	 µl 	

T a b ell e	 2 4 :	 R e a kti o n s a n s at z	f ür	 q P C R.	

	

N a c h	 F erti g st ell u n g	 d es	 R e a kti o ns a ns at z es	 w ur d e n	 di e	 Pr o b e n	i m	 D o p p el a ns at z	 a uf	 di e	

9 6 -W ell	 Pl att e	 pi p etti ert.	 Als	 N e g a ti v k o ntr oll e	 w ur d e	 ei n	 R e a kti o ns mi x	 mit	 1	 µl	st eril e m	

W ass er	st att	c D N A	 pi p etti ert.	 Di e	 9 6 -W ell	 Pl att e	 w ur d e	 mit	 ei n er	 Kl e b ef oli e	 b e d e c kt	 u n d	

i n	 d e n	 T h er m o bl o c k	 d es	 R e al	 Ti m e	 P C R	 G er äts	 g el e gt.	 Di e	 P C R-Z y kl e n	f ür	 d e n	 C O X -2	 D N A	
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N a c h w ei s	 v erli ef e n	 n a c h	 u nt e n 	b es c hri e b e n e m	 S c h e m a,	i ns g es a mt	 w ur d e n	 4 0	 Z y kl e n	f ür	

di e	 A m plifi k ati o n	 d ur c h g ef ü hrt.	 	

•  I niti al d e n at uri er u n g	f ür	 1 5	Mi n ut e n 	b ei	 9 5	° C 	

•  D e n at uri er u n g	f ür	 3 0	 S e k u n d e n 	b ei	 9 5	° C 	

•  A n n e ali n g	f ür	 3 0	 S e k u n d e n 	b ei	 5 8	° C 	

•  El o n g ati o n	f ür	 3 0	 S e k u n d e n 	b ei	 7 2	° C	 	

•  A uf n a h m e	 d er	 S Y B R	 Gr e e n	I	 Fl u or es z e n z	f ür	 3 4	 S e k u n d e n 	b ei	 7 7	° C 	

Di e	 P C R	f ür	 d e n	 1 8 S	 Q u a nti	 T e ct	 Pri m er	 v erl ä uft	 n a c h	f ol g e n d e m	 S c h e m a: 	

•  I niti al d e n at uri er u n g	f ür	 1 5	Mi n ut e n 	b ei	 9 5	° C 	

•  D e n at uri er u n g	f ür	 3 0	 S e k u n d e n 	b ei	 9 5	° C 	

•  A n n e ali n g	f ür	 3 0	 S e k u n d e n 	b ei	 5 5	° C	 	

•  A uf n a h m e	 d er	 S Y B R	 Gr e e n	I	 Fl u or es z e n z	f ür	 3 4	 S e k u n d e n 	b ei	 7 2	° C 	

N a c h	 E n d e	 d er	 P C R	  w ur d e n	 di e	 A m plifi k ati o ns k ur v e n	 erst ellt.	 F ür	 di e	 st atistis c h e	

A us w ert u n g	 ist	 d er	 S c h w ell e n z y kl us	 ( c y cl e	 tr es h ol d ,	 CT )	 v o n	 B e d e ut u n g.	  D er	 CT -W ert	

st ellt	 d e n	 erst e n	 Z y kl us	 d ar,	 b ei	 d e m	 ei n e	 e x p o n e nti ell e	 V er d o p pl u n g	 d es	

Fl u or es z e n zssi g n als	 v or h a n d e n	ist.	 N a c h	 d er	 2 -Δ Δ C
T -M et h o d e 	wir d	 di e	 u nt ers c hi e dli c h e	

E x pr essi o n	 b er e c h n et.	 Z u n ä c hst	 wir d	 di e	 Diff er e n z	 a us	 d e m	 C T -W ert	 d e s	 Zi el g e ns	 u n d	

d es	 R ef er e n z g e ns	 1 8 S	 g e bil d et	 ( ∆ C T 	( Zi el g e n)	-	∆ C T 	( R ef er e n z g e n)).	  A n s c hli e ß e n d	  w er d e n	 di e	

z w ei	z u	 v er gl ei c h e n d e n	 Gr u p p e n	 v o n ei n a n d er	 s u btr a hi ert	( ∆ C T 	(b e h a n d elt )	-	∆ C T 	(u n b e h a n d elt )).	

D a s	 Er g e b nis	  wir d	 i n	 di e	  Gl ei c h u n g	 n -f a c h e	 E x pr essi o n	 =	 2 -Δ Δ C
T 	 g e s et zt	 ( Li v a k	 a n d	

S c h mitt g e n	 2 0 0 1) .	  Di e	 r el ati v e n,	 n or m alisi ert e n	  G e n e x pr essi o ns d at e n	  w er d e n	

s c hli e ßli c h	 als	  Mitt el w ert	  mit	 St a n d ar df e hl er	 a n g e g e b e n.	 St atistis c h	 si g nifi k a nt e	

U nt ers c hi e d e	 b est e h e n	 b ei	 p	 ≤	 0, 0 5	i m	t -T est	 n a c h	 St u d e nt 	f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n.		

	

2. 2. 7  H er st ell u n g	 d er	 Kr y o s c h nitt e	 a u s	 Ni er e n g e w e b e 	

N a c h	 d er	 Or g a n e nt n a h m e	 d ur c h	 wiss e ns c h aftli c h e	 Mit ar b eit er	 d er	 Ar b eits gr u p p e,	 di e	

i m	 Ti ersc h ut z v ertr a g	 g elist et	 u n d	 d ur c h	 ei n e n	 Ti er v ers u c hs k urs	 f ür	 E x p eri m e nt e	  mit	

Ti er e n	 b er e c hti gt	 si n d,	  w ur d e n	 di e	  Ni er e n	 z u n ä c hst	 z u g es c h nitt e n,	 i n	 4	  %	

P ar af or m al d e h y d	 fi xi ert	 u n d	 a ns c hli e ß e n d	 f ür	 s e c hs	 St u n d e n 	 i n	 ei n er	 3 0	  %	
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S u cr o s el ö s u n g	 b ei	 4	° C	 ü b er	 N a c ht	i n k u bi ert.	 Di e	 S u cr os el ös u n g	 v er hi n d ert	 di e	 Bil d u n g	

v o n	 i ntr a -	u n d	 e xtr a z ell ul är e n	 Eis krist all e n.	 A ns c hli e ß e n d	 f ol gt e	 di e	 E nt w äss er u n g	 i n	

ei n er	 a ufst ei g e n d e n	 Al k o h olr ei h e.	  N a c h	 d er	 Ei n b ett u n g	 d er	  Ni er e n	  mitt els	 Tiss u e	 T e k	

w ur d e	 d er	 Kr y o bl o c k	 u nt er	 A nl eit u n g 	 ei n er	 t e c h nis c h e n	 Assist e nti n	 d es	 L a b ors	

l o n git u di n al	 i n	 5	 µ m	 di c k e	 S c hi c ht e n	  mit hilf e	 d es	 a uf	 -2 0	 ° C	 g e k ü hlt e n	 Kr y ost ats	

g es c h nitt e n.	  Di e	 S c h nitt e	  w ur d e n	 a uf	 S u p erfr ost	  O bj e kttr ä g er n	 a uf g e z o g e n	 u n d	

g etr o c k n et.	 	

	

2. 2. 8  I m m u nfl u or e s z e n zf är b u n g		

F ür	 d e n	  N a c h w eis	 v o n	 C O X -2	 i n	 Z wis c h e n z ell e n	 d es	 S a m m elr o hrs	  w ur d e	

I m m u nfl u or es z e n zf är b u n g	 a uf	 Kr y os c h nitt e n	 d es	  Ni er e n g e w e b es	 d ur c h g ef ü hrt.	

Z u n ä c hst	 erf ol gt	 di e	 A nti g e n d e m as ki er u n g	 d ur c h	 Hit z e a n d a u	f ür	f ü nf 	Mi n ut e n 	i m	 Citr at-

P uff er	 i n	 d er	  Mi kr o w ell e.	 F ür	 di e	 C O X -2	 F är b u n g 	w ur d e n	 di e	 Kr y os c h nitt e	  mit	  G P A S	

fi xi ert.	 A ns c hli e ß e n d	  w ur d e	 d er	 Kr y os c h nitt	  mit	 5	  %	  M a g er mil c h p ul v er	

( Bl o c ki er u n gs p uff er),	 g el öst	i n	 P B S,	i n k u bi ert,	 u m	 u ns p e zifis c h e	 Bi n d u n g e n	 z u	 s ätti g e n.	

D a n a c h	  w ur d e n	 di e	 S c h nitt e	 f ür	 6 0	 Mi n ut e n 	 mit	 0, 1	  %	 Trit o n	 X -1 0 0	 b ei	 R T	

p er m e a bilisi ert.	 Es	 f ol gt e	 di e	 I n k u b ati o n	  mit	 d e m	 Pri m är a nti k ör p er,	 g el öst	 i n	

Bl o c ki er u n gs p uff er,	 b ei	 4	° C	 ü b er	 N a c ht.	 N a c h	 ei n e m	 dr ei m ali g e n	 W as c h v or g a n g	 mit	 P B S	

w ur d e n	 di e	 S c h nitt e	  mit	 d e m	 i n	 Bl o c ki er u n gs p uff er	 g el öst e n	 S e k u n d är a nti k ör p er,	 f ür	

ei n e 	St u n d e 	b ei	 R T	 i n k u bi ert.	 A b	 d er	 I n k u b ati o n	  mit	 d e m	 S e k u n d är a nti k ör p er	  w ur d e	

li c ht g es c h üt zt	 g e ar b eit et.	  Hi er n a c h	 erf ol gt e	 di e	 F är b u n g	  mit	 d e m	 z w eit e n	

Pri m är a nti k ör p er.	  Di e	 I n k u b ati o n	 erf ol gt e	 ü b er	  N a c ht,	 d ar a uf hi n	  w ur d e n	 di e	 S c h nitt e	

dr ei m al	 mit	 P B S	 g e w as c h e n	 u n d	 mit	 d e m	 z w eit e n	 S e k u n d är a nti k ör p er	f ür	 ei n e	 St u n d e 	

i n k u bi ert.	 N u n	 w ur d e n	 n a c h	 ei n e m	 a usf ü hrli c h e n	 W as c h v or g a n g	 di e	 S c h nitt e	 mit	 4, 6-

Di a mi di n -2 -p h e n yli n d ol	 ( D A PI)	 h alti g e m	 Fl u or o m o u nt -G	 ei n g e d e c kt.	  Mit	 ei n e m	

k o nf o k al e n	 L as er mi kr os k o p	 v o n	 Z eiss	 L S M	 5 1 0	  w ur d e n	 di e	 Fl u or es z e n z bil d er	 i n	 ei n er	

V er gr ö ß er u n g	 v o n	 1: 2 0	 u n d	 1: 4 0	 a uf g e n o m m e n.	 Es	 w ur d e n	 W ass er o bj e kti v e	 mit	 ei n er	

n u m eris c h e n	 A p ert ur	 v o n	 1, 4	 b e n ut zt.	 Mit	 Filt ers ets	 w ur d e	 di e	 E x zit ati o n	( 4 8 8	 n m	f ür	

G F P,	 5 6 8	 n m	 f ür	 R h o d a mi n)	 u n d	 E missi o n	 ( 5 1 5 -5 4 0	 n m	 f ür	  G F P,	 5 9 0 -6 1 0	 n m	 f ür	

R h o d a mi n)	 a uf g e n o m m e n	 u n d	 di e	 Bil d er	 mit	 d er	 A xi o Visi o n	 L E	 S oft w ar e	 a n al ysi ert.	 	
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2. 2. 9  M a di n	 D ar b y	 C a ni n e	 Ki d n e y	 Z ell e n	 	

F ür	 di e	 Z ell k ult ur v ers u c h e	 w ur d e n	i n	 di es er	 Ar b eit	 M D C K 	Z ell e n	 v er w e n d et,	 es	 h a n d elt	

si c h	 hi er b ei	 u m	 e p it h eli al e	 Z ell e n	a us	 d e m	  H u n d ,	 di e	 erst m als	 v o n	M a di n	 u n d	  D ar b y	

b es c hri e b e n	  w or d e n	 si n d 	( M a di n	 a n d	  D ar b y	 1 9 5 8).	 M D C K	 Z ell e n	 st a m m e n	 a us	 d e m	

r e n al e n	 S a m m elr o hr,	 di es es	 b est e ht	 a us	  H a u pt -	 u n d	 Z wis c h e n z ell e n.	 A uf g a b e	 d er	

H a u pt z ell e n	 ist	 d er	 K + -	 u n d	  N a + -Tr a n s p ort	 u n d	 s o mit	 di e	 Bl ut dr u c kr e g ul ati o n ,	 di e	

Z wis c h e n z ell e n	 si n d	 f ür	 d e n	 tr a ns e p it h eli al e n	 S ä ur e-B as e n -H a us h alt 	 v er a nt w ortli c h.	

G e kl e	 u n d	 W ü ns c h	 kl o ni ert e n	 z w ei	 Z ells u bt y p e n 	d er	 M D C K	 Z ell e n,	 di e	 si c h	i n	 F u n kti o n	

u n d	  M or p h ol o gi e	 u nt ers c h ei d e n	 u n d	 j e w eils	 di e	 C h ar a kt eristi k a	 d er	  H a u pt -	 u n d	

Z wis c h e n z ell e n	 d es	 S a m m elr o hr es	  wi d ers pi e g el n.	 M D C K	 Kl o n	 si e b e n 	 st ellt 	 di e	

H a u pt z ell e n	 d ar,	 Kl o n	 elf 	s pi e g elt 	di e	 Z wis c h e n z ell e n	 wi d er 	( W u ns c h,	 G e kl e	 et	 al.	 1 9 9 5).	

F ür	 di es e	 Ar b eit	 w ur d e n	 di e	 E x p eri m e nt e	 mit	 d e n	 M D C K	 C 1 1	 Z ell e n	 d ur c h g ef ü hrt.	 	

	

2. 2. 1 0  Tr a n s d u kti o n 	d er	 M a di n	 D ar b y	 C a ni n e	 Ki n d e y	 Z ell e n 	mit	 d e m	 A T 1 -R e z e pt or 	

Di e	 E x pr essi o n	 d es	 e n d o g e n	 v or h a n d e n e n	 A T 1 -R e z e pt ors 	w ar	i n	 d e n	 M D C K	 Z ell e n	 s e hr	

u nt ers c hi e dli c h 	 a us g e pr ä gt .	 Mit	 z u n e h m e n d e r	 P ass a g e	  w ar e n	 di e	 Er g e b niss e	 i m m er	

s c h w ä c h er.	U m	st a bil e	 Er g e b niss e	 er h alt e n	z u	 k ö n n e n,	 w ur d e	 d e n 	M D C K	 Z ell e n	 ei n	 A T 1 -

R e z e pt or 	( p L E G F P. A T 1 R	 o d er	 p L E G F P.A T 1 R ∆ 3 1 9) 	st a bil	 tr a ns d u zi ert.	 Di e	 Tr a ns d u kti o n	

w ur d e	 r etr o vir al	 d ur c h g ef ü hrt. 	 Di e	 hi er z u 	 v er w e n d et e n	 Vir e n	 w u r d e n	 d ur c h	

Tr a nsf e kti o n	 v o n	 H E K 2 9 3 T -Z ell e n	i n	 d er e n	 Ü b erst a n d 	pr o d u zi ert .	 F ür	 di e	Tr a nsf e kti o n	

wir d 	 Pl as mi d -D es o x yri b o n u kl ei ns ä ur e	 ( D N A )	 d es	 Zi el g e ns	 b e n öti gt, 	 di e	 i m	 V orf el d	

fr e u n dli c h er w eis e	 v o n	 Fr a u	  Dr.	 K ö ni gs h a us e n	 z ur	 V erf ü g u n g	 g est ellt	 w ur d e .	 Di es es	

Zi el pl as mi d	 di e nt e 	d er	 Ü b ertr a g u n g 	d er	 g e n etis c h e n	I nf or m ati o n	 d es	 A T 1 -R e z e pt ors	i n	

di e	  M D C K	 Z ell e n.	 Di e	 Zi el pl as mi d e	 p L E G F P. A T 1 R	 u n d	 p L E G F P. A T 1 ∆ 3 1 9	  w ur d e n	

fr e u n dli c h er w eis e	 v o n	 Dr.	 L as zl o	 H u n y a d y	 z ur	 V erf ü g u n g	 g est ellt.	 D e m	 m uti ert e n	 A T 1 -

R e z e pt or	 ∆ 3 1 9	f e hlt	 a b	 A S	 3 1 9	 d er	 c yt os olis c h e	 A nt eil	 d es	 R e z e pt ors.	 	

Di e	 g es a mt e	 Pr o z e d ur	 b est e ht	 a us	 Tr a nsf e kti o n,	 g ef ol gt	 v o n	 Tr a ns d u kti o n	 u n d	

a ns c hli e ß e n d	 ei n er	  G e niti ci n	 S el e kti o n.	 F ür	 di e	 Tr a nsf e kti o n	  w ur d e n	  H E K 2 9 3 T	 Z ell e n	

k ulti vi ert.	 Di e	 H E K -Z ell e n	 er hi e lt e n	 D M E M/ F-1 2	 M e di u m 	mit	 1 0 	%i g e m	 F C S.	 Di e	 Z ell e n	

w ur d e n	 mit	j e w eils	 5	 ml	 M e di u m	i n	 T 2 5	 Fl as c h e n	 a us pl atti ert.	 Di e	 Z ell z a hl	 pr o	 Fl as c h e	
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b etr u g	 1 0 ^ 6 .	 Vi er	b i s	s e c hs	 St u n d e n 	v or	 d er	 Tr a nsf e kti o n	 erf ol gt e	 ei n	 M e di u m w e c hs el. 	

Als	 n ä c hst es	  w ur d e	 d as	 Tr a nsf e kti o ns g e mis c h	 h er g est ellt.	  Di es es	 s et zt	 si c h	  wi e	 f ol gt	

z us a m m e n: 	

G e n e	 of	I nt er e st 	 G F P -K o ntr oll e 	

5 	µ g	 p L E G F P . A T 1 R	 b z w.	∆ 3 1 9 	 5 	µ g	 p L E G F P -N 1 	

2 	µ g	 p HI T 6 0 	 2 	µ g	 p HI T 6 0 	

3 	µ g	 p HI T -G 	 3 	µ g	 p HI T -G 	

3 	µ g	 C arri er 	 3 	µ g	 C arri er 	

2 	M	 C a Cl 	 2 	M	 C a Cl 	

H 2 O 	 H 2 O 	

2 	M	 H B S 	 2 	M	 H B S 	

T a b ell e	 2 5 :	 Z u s a m m e n s et z u n g	 d e s	 Tr a n sf e kti o n s g e mi s c h e s.	

	

D a s	 Pl a s mi d	 p HI T	 6 0 	 ist	 ei n	 C M V	 g a g-p ol	 E x pr essi o ns pl as m i d,	  w el c h es	 f ür	  M atri x-,	

K a psi d -	u n d	 N u kl e o k a psi d pr ot ei n e,	s o wi e	 Pr ot e as e,	r e v ers e	 Tr a ns kri pt as e	 u n d	I nt e gr as e	

k o di ert. 	p HI T -G 	k o di ert	f ür	 d as	 v esi c ul ar	st o m atitis	 vir us	 gl y c o pr ot ei n 	g	( V S V	 G -Pr ot ei n),	

w el c h es	 als	i nt e gr al es	 M e m br a n pr ot ei n	 d er	 Vir us k a ps el	 f ür	 di e	 F usi o n	 mit	 d er	 Wirts z ell e	

v er a nt w ortli c h	 ist.	 D as	 K o ntr oll pl as mi d	 p L E G F P -N 1 	 e nt h ält 	 gr ü n	 fl u or es zi er e n d es	

Pr ot ei n 	( G F P),	  w el c h es	 a m	 E n d e	 d er	 Pr o z e d ur	als	 K o ntr oll e	 mi kr os k o pis c h	 d ar g est ellt	

wir d .	D as	 Tr a nsf e kti o ns g e mis c h	 w ur d e	 n a c h	 H erst ell u n g 	b ei	 R a u mt e m p er a t ur	f ür	z e h n 	

Mi n ut e n 	i n k u bi ert.	A ns c hli e ß e n d	 w ur d e	 es	 i n	 d as	 M e di u m	 d er	 H E K-Z ell e n	 d a z u g e g e b e n.	

Di e	 Tr a nsf e kti o n	 erf ol gt e	 ü b er	 N a c ht. 	Di e	 Vir us p arti k el	 w ur d e n	 v o n	 d e n	 H E K -Z ell e n	i m	

Ü b erst a n d	 pr o d u zi ert.	 A m	 f ol g e n d e n	 T a g 	 w ur d e	 d er	  Ü b erst a n d	 a us	 d e n	 Z ell e n	

a b pi p etti ert	 u n d	i n	 ei n	 1 5	 ml	 Z e ntrif u g e nr ö hr c h e n 	ü b erf ü hrt.	 B ei	 1 0 0 0	 r p m	 w ur d e	 d as	

F al c o n	 f ür	 z e h n 	 Mi n ut e n 	 z e ntrif u gi ert,	 s o d ass	 si c h	 d er	 Z ell d etrit us	 v o n	 d e n	

Vir us p arti k el n	 a bs et zt.	 D er	 Ü b e rst a n d	 w ur d e	 d a n n	 d ur c h	 ei n e n	 0,4 5	 µ m	 gr o ß e n	 Filt er	

filtri ert,	i n	 1	 ml	 Kr y ot u b es	 ali q o uti ert	 u n d	 b ei	 -8 0 	°C	 ei n g efr or e n.	 F ür	 di e	 Tr a ns d u kti o n	

w ur d e n	 di e	 M D C K	 Z ell e n	i n	 T 2 5	 Fl as c h e n	 k ulti vi ert.	 F ür	 ei n e	 g e n a u e	 B es c hr ei b u n g	 d er	
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K ulti vi er u n g	 si e h e 	K a pit el	 2. 2. 1 1 .	A m	f ol g e n d e n	 T a g	 w ur d e	 d as	 M e di u m	 a b g es a u gt	 u n d	

j ew eils	 1	 ml	 Vir us p arti k el	 pr o	 T 2 5	 Fl as c h e	 o h n e	z us ät zli c h es	 N ä hr m e di u m	 d a z u g e g e b e n.	

N a c h	 z w ei	 bis	 vi er	 St u n d e n 	er hi elt e n	 di e	 Z ell e n	 4	 ml	 M e di u m.	 I n	 di es er	 K o nst ell ati o n	

w ur d e n	 di e	 Z ell e n	 z w ei 	T a g e	 b ei	 3 7 	° C	 u n d	 5	%	 C O 2	 i n k u bi ert.	 A ns c hli e ß e n d	f ol gt e	 d as	

S el e kti o ns pr ot o k oll.	 F ür	 di e	 S el e kti o n	 w ur d e	 d as	 A nti bi oti k u m	 G e niti ci n	 G 4 1 8	i n	 ei n er	

D osis	 v o n	 8 0 0	 µ g/ ml	 ei n g es et zt.	 Es	 erf ol gt e	 ei n	 M e di u m w e c hs el	 n a c h	 2 4	 St u n d e n 	b ei	

gl ei c h bl ei b e n d er	 K o n z e ntr ati o n	 d es	 G e niti ci ns.	 F ür	 di e	 E x p a nsi o n	 d er	 M D C K	 Z ell e n	 mit	

A T 1 -R e z e pt or	 b z w.	  D 3 1 9	  w ur d e n	 di es e	 p ass a gi ert.	 N a c h	 vi er 	 P ass a g e n	  w ur d e	 di e	

K o n z e ntr ati o n	 d es	  G e niti ci ns	 a uf	 ei n e	 Er h alt u n gs d osis	 v o n	 4 0 0	 µ g	 pr o	  ml	  M e di u m 	

r e d u zi ert.	  Di e	 Tr a ns d u kti o ns-	 u n d	 S el e kti o ns k o ntr oll e	 erf ol gt e	 mi kr o s k o pi s c h .	 D as	

V or h a n d e ns ei n	 d es	 A T 1 -R e z e pt ors	 b z w.	 D 3 1 9	 i n	 d e n	 M D C K	 Z ell e n	 w ur d e	 mitt els	 q-P C R	

b e wi es e n	 u n d	 di e	 F u n kti o n alit ät	 d es	 A T 1 -R e z e pt os	 i m	 W est er n	 Bl ot	 ü b er pr üft.		

	

2. 2. 1 1  M a di n	 D ar b y	 C a ni n e	 Ki d n e y	 Z ell e n	i n	 d er	 Z ell k ult ur	 	

Di e	 K ulti vi er u n g	 d er	  M D C K	 Z ell e n	 u n d	  D ur c hf ü hr u n g	 v o n	 V ers u c h e n	 i n	 d e r	 Z ell k ult ur	

erf ol gt e n	 u nt er	 ei n er	 Si c h er h eits w er k b a n k	 d er	 Kl ass e	 Z w ei	 v o n	 T h er m o	 Fis h er	 S ci e ntifi c .	

V or	 B e gi n n	 d er	 Ar b eit e n	 mit	 d e n	 Z ell e n	 w ur d e n	 di e	 Ar b eitsfl ä c h e n	 u n d	 M at eri ali e n	 mit	

7 0 	 %i g e m	 Is o pr o p a n ol	 g er ei ni gt,	 u m	 st eril e	 B e di n g u n g e n	 z u	 g e w ä hrl eist e n.	  Di e	

v er w e n d et e n	  N ä hr m e di e n,	 i hr e	 Z us ät z e	 u n d	 Tr y psi n/ E D T A	  w ur d e n	 v or	  G e br a u c h	 i m	

W ass er b a d	 a uf	 3 7 	° C	 er w är mt.	 D e m	 N ä hr m e di u m	w ur d e	 v or	 Erst g e br a u c h	 1 0 	%	f et al es	

K äl b ers er u m 	u n d	 1 0 0	 U/ ml	 P e ni cilli n	/	 1 0 0	 µ g/ ml	 St r e pt o m y ci n	h i n z u g ef ü gt.	 Di e	 Z u g a b e	

v o n	 A nt ibi oti k a	 s ollt e	 ei n e	 K o nt a mi n ati o n	 d er	 Z ell e n	  mit	 B a kt eri e n	 v er hi n d er n.	  D as	

S u p pl e m e nt	 F B S	 e nt h ält	  W a c hst u msf a kt or e n,	  N ä hrst off e	 u n d	 Vit a mi n e,	 di e	 f ür	 d as	

W a c hst u m,	 d e n	 St off w e c hs el	 u n d	 di e	 Pr olif er ati o n	 d er	 Z ell e n	 ess e nti ell	si n d.	 	

Di e	 M D C K	 Z ell e n	 w ur d e n	 z ur	 Pr olif er ati o n	 b ei	 3 7 	° C	 u n d	 5	%	 C O 2 	i n	 1 0	 ml	 N ä hr m e di u m	

i n	 T 7 5	 K ult urfl as c h e n 	 k ulti vi ert.	  Di e	 P ass a gi er u n g	 d er	 Z ell e n	 erf ol g t e	 b ei	 9 0	 %i g er	

K o nfl u e n z.	 N a c h	 E ntf er n e n	 d es	 alt e n	 M e di u ms	 u n d	 ei n e m	 W as c hs c hritt	 d er	 Z ell e n	 mit	 4	

ml	 E D T A -P uff er	 w ur d e n	 di e	 M D C K	 Z ell e n	 mit	 4	 ml	 E D T A -P uff er	 b ei	 3 7 	° C	 u n d	 5	%	 C O 2 	f ür	

dr ei	 bi s	f ü nf	 Mi n ut e n	i n k u bi ert.	 A ns c hli e ß e n d	 w ur d e	 mit	 d e m	 A xi o v ert	 4 0	 C F L 	Mi kr os k o p	

mit	 P h as e n k o ntr ast	 v o n	 Z ei ss	 g e pr üft,	 o b	 si c h	 di e	 Z ell -Z ell -K o nt a kt e	 g el öst	 h a b e n .	 N a c h	
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A b s a u g e n	 d e s	 E D T A -P uff ers 	w ur d e n	 di e	 Z ell e n	i n 	4	 ml	 Tr y p si n/ E D T A -L ös u n g 	f ür	cir c a	f ü nf	

Mi n ut e n 	i n k u bi ert,	 bis	si c h	 di e	 Z ell e n	 d ur c h	s a nft es	 S c hl a g e n	 d er	 Fl as c h e	 g ut	 v o m	 B o d e n	

l ös e n	l ass e n.	D ur c h	 Z u g a b e	 d es	 N ä hr m e di u ms	 w ur d e	 di e	 A kti vit ät	 d es	 Tr y psi ns	 b e e n d et.	

Di es e	 S us p e nsi o n	  w ur d e	 i n	 ei n	 5 0	  ml	 Z e ntrif u g e nr ö hr c h e n 	 ü b erf ü hrt	 u n d	 b ei	

R a u mt e m p er at ur	f ür	 f ü nf	Mi n ut e n 	b ei	 1 1 0 0	 r p m	 z e ntrif u gi ert.	 W ä hr e n d d ess e n	 w ur d e	

d e m	 N ä hr m e di u m	 4 0 0	 µ g	 pr o	 ml	 G e niti ci n	 hi n z u g e g e b e n.	 D as	 n a c h	 d er	 Z e ntrif u g ati o n	

e ntst a n d e n e	 P ell et	 e nt hi elt	 n u n	 di e	 Z ell e n ,	 d er	 Ü b erst a n d	 w ur d e	 a b g es a u gt.	 D as	 P ell et	

w ur d e	 n a c h	 l ei c ht e m	 B e kl o pf e n	 d es	 Z e ntrif u g e nr ö hr c h e ns 	 i n	 cir c a	 1 0	  ml	  M e di u m	

a uf g el öst	 u n d	 g ut	 v er mis c ht.	 F ür	 di e	 V er d ü n n u n g e n	 v o n	 1: 4	 bis	 1: 6	 w ur d e	 ei n	 T eil	 d er	

Z ells us p e nsi o n	 f ür	 di e	 Er h alt u n gs k ult ur	 i n	 n e u e	 T 7 5	 K ult urfl as c h e n	 ü b erf ü hrt	 u n d	

i n k u bi ert.	 A us	 d er	 v er bl ei b e n d e n	 S us p e nsi o n	  w ur d e n	 Z ell e n	 f ür	 V ers u c h e	 a us g es ät.	

Hi erf ür	 erf ol gt e	 di e	 Z ell z a hl b esti m m u n g	i n	 ei n er	 N e u b a u er -Z ä hl k a m m er	 v o n	L a b or o pti k ,	

u m	 ei n	st a n d ar disi ert es	 A uss ä e n 	ei n er	 b esti m mt e n	 Z ell z a hl	z u	 g e w ä hrl eist e n.	 Es	 w ur d e n	

2 0 0 0 0 0	 Z ell e n	i n	 6 -W ell	 Z ell k ult ur pl att e n	 pr o	 W ell 	i n	 2	 ml	 N ä hr m e di u m	 a us g es ät.	 D as	

N ä hr m e di u m	 w ur d e	 cir c a	 dr ei	 M al	 pr o	 W o c h e	 g e w e c hs elt	 u n d	 di e	 Z ell e n	 w ur d e n	t ä gli c h	

mi kr os k o pi ert,	 u m	 V er ä n d er u n g e n	 v o n	  W a c hst u m	 u n d	  M or p h ol o gi e	 d er	 Z ell e n	

fr ü h z eiti g	 z u	 er k e n n e n.		

	

2. 2. 1 2  V er s u c h s a uf b a u 	

Di e	 Z ell e n	 w ur d e n	f ür	 V ers u c h e	 m a xi m al	 bis	 P ass a g e	 8 5	 v er w e n d et.	 Z w ölf	 St u n d e n 	v or	

j e d e m	 V ers u c h	 w ur d e n	 di e	 Z ell e n	 mit	 1	 ml	 H u n g er m e di u m	 v ers et zt	 u n d	i n k u bi ert.	 D as	

H u n g er m e di u m	 e nt hi elt	 k ei n	 F B S,	 s o	 d ass	 di e	 Z ell e n	 ei n e m	  M a n g el	 a n	

W a c hst u msf a kt or e n	 a us g es et zt	  w ur d e n.	 V or	 B e gi n n	 d er	 V ers u c h e	  w ur d e	 d as	

H u n g er m e di u m	 er n e u ert,	 u m	 t ot e	 Z ell e n	 z u	 e ntf er n e n.	E x e m pl aris c h	f ür	j e d e n	 V ers u c h	

f ol gt	 n u n	 ei n e	 B es c hr ei b u n g	d es	 V ers u c hs a uf b a us ,	si e h e	 d a z u	 A b b.	 7.	Z u n ä c hs t	 w ur d e	i n	

W ell	 A 2	 u n d	 B 2 -3	 d er	 v ers u c hss p e zifis c h e	 I n hi bit or	 pi p etti ert.	  N a c h	 ei nst ü n di g er	

I n k u b ati o n	 d es	I n hi bit ors	 w ur d e	 D M S O	i n	 W ell	 A 1	 d a z u g e g e b e n.	 A n g	II	 w ur d e	i n	 D M S O	

g el öst.	  D es w e g e n	  m uss	 i m	 Si n n e	 ei n er	  N e g ati v k o ntr oll e	 ei n	 Eff e kt	 v o n	  D M S O	 a uf	 di e	

Z ell e n	 a us g es c hl oss e n	 w er d e n.	 D a n n	 w ur d e	 1	 µl	 A n g	II	i n	 W ell	 A 3,	 B 1 -3	 pi p etti ert.	 Di e	

I n ku b ati o n	  mit	 A n g	 II	 erf ol gt e	 f ür	 s e c hs	 St u n d e n 	 b ei	 3 7	 ° C	 u n d	 5 	 %	 C O 2 .	 Z ur	

a n s c h a uli c h er e n	  D arst ell u n g	 d er	 Er g e b niss e	  w ur d e	 ei n e	 d o p p elt	 a n g el e gt e	 A n g	 II	
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Sti m ul ati o n	 u n d 	di e	 d o p p elt e	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	 pl us	I n hi bit ori n k u b ati o n	i n	 d e n	 W est er n	

Bl ot	 Er g e b niss e n	 a us g es c h nitt e n.	 	

	

A b b.	 7 :	 S c h e m ati s c h	 d ar g e st ellt e	 6	 W ell	 Pl att e	mit	 ei n e m	 V er s u c h s a uf b a u .	S el b st	 er st ellt e s	 Bil d. 	

	

2. 2. 1 3  Pr ot ei ni s ol ati o n	 a u s	 M D C K	 Z ell e n	 	

Di e	 Pr ot ei nis ol ati o n	 a us	 d e n	  M D C K	 Z ell e n	 w ur d e	 n a c h	 B e e n di g u n g	 ei n es	

Sti m ul ati o ns v ers u c h es	 d ur c h g ef ü hrt. 	Di e	 Sti m ul ati o n	 d er	 Z ell e n	  w ur d e	 d ur c h	 r as c h es	

E ntf er n e n 	 d es	 a g e ns h alti g e n	  H u n g er m e di u ms	 g est o p pt .	 Di es er	  Ü b erst a n d	  w ur d e 	 i n	

s e p ar at e	 R e a kti o ns g ef ä ß e	 ü b erf ü hrt	 u n d	 s p ät er	f ür	 di e	 M ess u n g	 v o n	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	

K o n z e ntr ati o n	 mitt els	 E LI S A	 v er w e n d et.	 Di e	 W ell s 	w ur d e n	 d ar a uf hi n	 mit	 4 	° C	 k alt e m	 P B S	

g es p ült	 u n d	 a ns c hli e ß e n d	 w ur d e	i n	 all e	 V erti ef u n g e n	 d er	 6 -w ell	 Pl att e	 2 -f a c h	 L a e m mli-

P uff er	 pi p etti ert.	 N a c h	 m e c h a nis c h er	 A bl ös u n g	 d er 	Z ell e n	 mit	 Z ells p a c ht el n 	w ur d e	 d as 	

L ys at 	i n	 b es c hrift et e	 1, 5	 ml	Mi kr or e a kti o ns g ef ä ß e 	ü b erf ü hrt.	 Di e	 Mi kr or e a kti o ns g ef ä ß e	

w ur d e n	 d a n n	 z u m	 S c hl uss 	f ür	f ü nf	Mi n ut e n 	i m	 T h er m o mi x er	b ei	 9 5 	° C	 g e k o c ht	 u n d	b ei	

-2 0	 ° C	 ei n g efr or e n.	 Di e	 is oli ert e n	 Pr ot ei n e	 k o n nt e n	 a ns c hli e ß e n d	 i m	  W est er n	 Bl ot	

d et e kti ert	 w er d e n.	 	

	

2. 2. 1 4  S D S -P ol y a cr yl a mi d -G el el e ktr o p h or e s e 		

Mitt els	 S o di u m	  D o d e c yl	 S ulf at e	 ( S D S)	 P ol y a cr yl a mi d e	  G el	 El e ctr o p h or esi s	 ( P A G E) 	

w ur d e n	 di e	is oli ert e n	 Pr ot ei n e	 n a c h	 M ol e k ül gr ö ß e	 a uf g etr e n nt.	 Es	 h a n d elt	 si c h	 u m	 ei n 	
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di s k o nti n ui erli c h es	 Tr e n n v erf a hr e n.	 N a c h	 st a n d ar disi ert e m	 S c h e m a	 w ur d e	 ei n	 1 0 	%i g es	

0, 7 5	 m m	 o d er	 1	 m m	 di c k es	 S D S	 G el	 b est e h e n d	 a us	 Tr e n n -	u n d	 S a m m el g el	 g e g oss e n.	

Di es e	 G el e	 u nt ers c h ei d e n	si c h	i n	 p H -W ert	 u n d	 P or e n gr ö ß e.	 F ür	 di e	 H erst ell u n g	 d er	 G el e 	

w ur d e 	e i n	 G el gi e ß g est ell	 mit	j e w eils	 ei n er	 Gl as pl att e	 u n d	 ei n er	 S p a c er pl att e	v er w e n d et .	

Di e	 Z us a m m e ns et z u n g	 v o n	 S a m m el -u n d	 Tr e n n g el	ist	 d er	 T a b ell e	 1 7 	z u	 e nt n e h m e n.	 D as	

Tr e n n g el	 w ur d e 	z wis c h e n	 di e	 Gl as pl att e n	 m ö gli c hst	fr ei	 v o n	 L uft b l as e n	 pi p etti ert	 u n d	

mit 	1 0 0 	% i g e m	Is o pr o p a n ol	 ü b ers c hi c ht et,	 u m	 di e	 O b erfl ä c h e	 z u	 gl ätt e n	u n d	 u m	 ei n e	

s a u erst offfr ei e	 P ol y m eris ati o n	 z u	 g e w ä hrl eist e n .	  Di e	 P ol y m eris ati o n	 d es	G els	 d a u ert e	

cir c a	 2 0	 Mi n ut e n ,	  w ä hr e nd d ess e n	  w ur d e	 d as	 S a m m el g el	 g ef erti gt.	  D as	 Is o pr o p a n ol	

w ur d e	 a b g e g oss e n,	 d er	 Z wis c h e nr a u m 	 mit	 A q u a	 d est	 g es p ült	 u n d	  mit	 Filt er p a pi er	

g etr o c k n et. 	D a n n	 w ur d e	 d as	 S a m m el g el	 bis	 z u m	 R a n d	 d er	 Gl a s pl att e	 pi p etti ert	 u n d	 d i e	

K ä m m e	( 1 0	 w ell	 o d er	 1 5	 w ell) 	u nt er	 V er m ei d u n g	 v o n	 L uft bl as e n	 bis	 z u m	 v ollst ä n di g e n	

V ersi n k e n	 d er	 Z ä h n c h e n	 r ei n g e d r ü c kt.	 D as	 f erti g e	  G el	  w ur d e	 s c hli e ßli c h	  mit	 d e n 	

Gl as pl att e n 	 i n	 di e	 El e ktr o p h or es e k a m m er	 g es p a n nt.	  Di e	 K a m m er	  w ur d e	 d a n n	  mit	

L a uf p uff er	 a uf g ef üllt.	 Als	l et zt es	 w ur d e n	 di e	 K ä m m e	 g e z o g e n.	 F ür	 di e	 E ntf er n u n g	 v o n	

K o n d e ns w ass er	 u n d	 S c h a u m	 w ur d e n	 di e	 Pr o b e n	 k ur z z eiti g	 z e ntrif u gi ert.	 Pr o	 G el	 w ur d e	

z u n ä c hst	i n	 di e	 erst e	 T as c h e	 1 0	 µ l	 Pr ot ei n gr ö ß e n m ar k er	b ef üllt,	 a ns c hli e ß e n d	 erf ol gt e	

n a c h	  D ur c h mis c h e n	 d er	 Pr o b e	 di e	 Z u g a b e	 v o n	 j e	 1 5	 µ l	 d er	 Pr o b e n	 i n	 di e	 r estli c h e n	

T as c h e n	 d es	 S a m m el g els.	 F ür	 d as	 S a m m el n	 d es	 L ys ats 	w u r d e	 ei n e	 k o nst a nt e	 S p a n n u n g	

v o n	 7 0	 V olt	 f ür	 3 0	Mi n ut e n 	a n g el e gt,	 di e	 Tr e n n u n g	 n a c h	 Gr ö ß e	 d er	 Pr ot ei n e	 erf ol gt e 	b ei	

ei n er	 Str o mst är k e	 v o n	 2 0	 m A	 pr o	 G el	f ür	 ei n e 	St u n d e 	u n d	 3 0 	Mi n ut e n 	( L a e m mli	 1 9 7 0).		

	

2. 2. 1 5  W e st er n	 Bl ot 	

U m	 di e	 a uf g etr e n nt e n	 Pr ot ei n e	 d a u er h aft	 a uf	 ei n er	 Nitr o c ell ul os e m e m br a n 	z u	fi xi er e n,	

w ur d e	 ei n	 W est er n	 Bl ot	 n a c h	 d e m	 T a n k	 Bl ot 	V erf a hr e n 	d ur c h g ef ü hrt 	( T o w bi n,	 St a e h eli n	

et	 al.	 1 9 7 9) .	 Di e	Pl asti ks c h w ä m m e,	 d as	 Bl otti n g p a pi er,	 di e	 Nitr o c ell ul os e m e m b r a n	u n d	

d as	 Tr e n n g el	 w ur d e n	z u n ä c hst	 i n	 Tr a nsf er p uff er	 g etr ä n kt.	 N a c h	 a usr ei c h e n d er	 Tr ä n k u n g	

wir d	 di e	 G el h alt er k ass ett e 	wi e	f ol gt 	z us a m m e n g e b a ut .	



	
3 9 	

	

A b b.	 8 :	 Pri n zi p	 d e s	 T a n k	 Bl ot	  V erf a hr e n s.	 A uf	 i n	  M et h a n ol	 g etr ä n kt e s	 Pl a sti k s c h w ä m m c h e n	 u n d	
Bl otti n g p a pi er	  wir d	 d a s	 S D S -G el	 g el e gt,	 d ar a uf	  wir d	  m itti g	 di e	  Nitr o c ell ul o s e m e m br a n	 g et a n	 u n d	 v o n	
Bl otti n g p a pi er	 u n d	 Pl a sti k s c h w ä m m e n	 b e d e c kt.	  Di e	 Pr ot ei n e	  w er d e n	 n u n	 d ur c h	  A nl a g e	 ei n er	 ä u ß er e n	
S p a n n u n g	 a uf	 di e	 M e m br a n	 ü b ertr a g e n. 	A b bil d u n g	 s el b st	 er st ellt. 	

	

Di e	 z u s a m m e n g e b a ut e	 K ass ett e	  w ur d e	 d a n n	 mit	 ei n e m 	 Eis bl o c k	 i n	 di e	 Bl ot k a m m er	

g es et zt,	 w el c h e	 d a n n	 mit	 Tr a nsf er p uff er	 a uf g ef üllt	 wir d.	 D ur c h	 A nl a g e	 ei n er	 S p a n n u n g	

v o n	 2 0 0	  m A	 f ür	 z w ei 	 St u n d e n 	 w ur d e n	 di e	 Pr ot ei n e	 v o m	 S D S -G el	 a uf	 di e	  M e m br a n	

tr a nsf eri ert.	 N a c h	 di es e m	 V or g a n g 	w ur d e	 di e	 M e m br a n	i n	 5 	%i g e m	 M a g e r mil c h p ul v er	

f ür	 ei n e 	 St u n d e 	 b ei	 3 7 	 ° C	 a uf	 d e m	 S h a k er	 g e bl o c kt.	 Fr ei e	 Bi n d u n gsst ell e n	  w ur d e n	

d a d ur c h	 g es ätti gt,	 s o	 d ass	 u ns p e zifis c h e	 A nti k ör p err e a kti o n e n	 v er hi n d ert	  w er d e n	

k o n nt e n.	  D ar a uf hi n	  w ur d e	 di e	  M e m br a n	 n a c h	 k ur z e m	  D ur c h zi e h e n	 d ur c h	

Pr ot ei n w as c h p uff er	 i m	 j e w eili g e n	 Pri m är a nti k ör p er	 ü b er	  N a c ht	 b ei	 4 	 ° C	 a uf	 d e m	

S c h üttl er 	 i n k u bi ert.	 N u n	  w ur d e	 di e	  M e m br a n	 dr ei	  M al	 f ü nf	 Mi n ut e n 	 i n	

Pr ot ei n w as c h p uff er	 g e w as c h e n.	 D a n n	 f ol gt e	 di e	I n k u b ati o n	i n	 S e k u n d är a nti k ör p er,	 d er	

mit	 H ors er a dis h	 P er o xi d as e	( H R P)	 m ar ki ert	 ist,	f ür	ei n e 	St u n d e 	b ei	 R a u mt e m p er at ur	 a uf	

d e m	 S c h üttl er.	 Di e	 F är b u n g	  mit	 a nti -ß -A kti n	 s o wi e	 di e	 I n k u b ati o n	 i m	 a nti -M a us	

S e k u n d är a nti k ör p er	 erf ol gt e	 f ür	 ei n e	 St u n d e	 b ei	 R a u mt e m p er at ur	 a uf	 d e m	

L a b ors c h üttl er .	 N a c h	 ei n e m	 w eit er e n	 W as c h v or g a n g	w ur d e	 di e	 M e m b r a n	 mit	 d er	 E C L	

L ös u n g	 b es c hi c ht et	 u n d	 i n	 d e n	 I m a g er	 Fl u or C h e m	 F C 2	 g el e gt,	 u m	 di e	 g e b u n d e n e n	

A nti k ör p er	 si c ht b ar	 z u	  m a c h e n.	  Di e	  H ors er a dis h	 P er o xi d as e	 d es	 S e k u n d är a nti k ör p ers	

di e nt e	 d er	  O xi d ati o n	 d es	 L u mi n ols	 d er	 E C L	 L ös u n g,	 w o d ur c h	 si c ht b ar e	

C h e mil u mi n es z e n z	 e ntst a n d	 u n d	 d ur c h	 di e	 C C D -K a m er a	 a uf g e n o m m e n	 w er d e n	 k o n nt e .	

Di e	 C O X -2	 g ef är bt e	 M e m br a n	 w ur d e	f ür	 j e w eils	 ei n e,	z w ei	 u n d	f ü nf	 Mi n ut e n	e nt wi c k elt,	

A kti n	 g ef är bt e	 M e m br a n e n	 w ur d e n	 w e g e n	 d es	 st ar k e n	 Si g n als	 n ur	 ei n e 	Mi n ut e 	u n d	 3 0	

S e k u n d e n 	g e m ess e n.	 	
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2. 2. 1 6  A u s w e rt u n g	 d er	 Er g e b ni s s e		

Di e	 d e nsit o m etris c h e	  M ess u n g	 d er	  W est er n	 Bl ot	 B a n d e n	 erf ol gt e	  mit	 Al p h a E as e	 F C	

V ersi o n	 6. 0. 0 .	 F ür	 di e	 Q u a ntifi zi er u n g	 d er	 Er g e b ni ss e	 w ur d e	 d er	 Q u oti e nt	 a us	d er	 C O X -

2 -	u n d	 ß -A kti n -U nt ers u c h u n g	 g e bil d et.	 Di es er	 Q u oti e nt	 w ur d e	 a uf	 di e	 N e g ati v k o ntr oll e	

n or m alisi ert.	 Di e	 N e g ati v k o ntr oll e	 er hi elt	 di e	 Ei n h eit	 Ei ns.	 Di e	 A n z a hl	 d er	 E x p eri m e nt e	

pr o	 V ers u c h	  w ur d e	  mit	 n	 a uf g ef ü hrt.	  D a b ei	  w ur d e n	  mi n d est e ns	 dr ei	 v o n ei n a n d er	

u n a b h ä n gi g e	 V ers u c h e	 d ur c h g ef ü hrt.	 Di e	 Er g e b niss e	si n d	 als	 n or m alisi ert e	 E x p r es si o n s-

R ati os	i n	 F or m	 v o n	 Di a gr a m m e n	 mit	 Gr a p h P a d	 Pris m	 5	 d ar g est ellt.	 D a b ei	 w ur d e n	 di e	

Er g e b niss e	 als	  Mitt el w ert	  mit	 St a n d ar df e hl er	 ( ± 	 St a n d ar d	 Err or	 of	  M e a n,	 S E M)	

a n g e g e b e n.	 Di e	 st atistis c h e	 A us w ert u n g	 erf ol gt e 	 mit	 d e m	 z w eis eiti g e n	 t -T est	 n a c h	

St u d e nt	 f ür	 u n g e p a art e	Sti c h pr o b e n .	 Si g nifi k a nt e	 U nt ers c hi e d e	 b est a n d e n	 b ei	 p	≤	 0, 0 5. 		
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3  Er g e b ni s s e 	

3. 1  A n g i ot e n si n	II	I nf u si o n	 f ü hrt	 z u	 Pr o st a gl a n di n a u s s c h ütt u n g	i m	 Uri n	

d er	 M a u s 	

U m	 ei n e n	  m ö gli c h e n	 Ei nfl uss	 ei n er	 c hr o nis c h e n	 A n g	 II	 B e h a n dl u n g	 a uf	 di e	

Pr ost a gl a n di n pr o d u kti o n	 i n	 d er	  Ni er e	 z u	 u nt ers u c h e n,	  w ur d e	 d er	 2 4 	 St u n d e n 	

S a m m el uri n	 v o n	  M ä us e n	 v er gli c h e n.	 Z u m	 Z eit p u n kt	 d es	 V ers u c hsst art es 	 w ur d e	 di e	

b as al e	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	 i m	  Uri n	 g e m ess e n.	  D ar a uf hi n	 erf ol gt e	 ei n e	

z w ei w ö c hi g e	 A n g	II	I nf usi o n	 mit	 er n e ut er	 B e sti m m u n g	 d er	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n .	

Wi e	 i n	 A b b. 	 9	 d ar g est ellt,	 si n d	 z u m	 erst e n	 Z eit p u n kt	 d er	  M ess u n g	 s e hr	 ni e dri g e	

K o n z e ntr ati o n e n 	v o n	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	z u	fi n d e n.	 N a c h	 d er	z w ei w ö c hi g e n	 A n g	II	I nf usi o n	

w ei s e n	 d i e	 M ä us e	ei n e	 si g nifi k a nt	 h o h e	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	K o n z e ntr ati o n	 i m	2 4	 St u n d e n	

S a m m el uri n	 a uf.	 	

	

A b b. 9 :	 Pr o st a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	i n	 p g / m g	i m	 2 4	St u n d e n 	S a m m e l uri n	 v o n	 M ä u s e n.	G e m e s s e n	 w ur d e	
z u m	 Z eit p u n kt	 n ull	 u n d	 n a c h	 z w ei w ö c hi g er	  A n gi ot e n si n	 II	 I nf u si o n,	 w o n a c h	 ei n e	 si g nifi k a nt	 h o h e	
Pr o st a gl a n di n	 E 2 	K o n z e ntr ati o n	 z u	 m e s s e n	i st	( B a s eli n e	 M W	 3 8 7, 1 3	 ± 	2 5, 7 3	 S E M ,	 A n g	II	i nf u n di ert	 M W	
9 3 0 3	 ± 	1 8 8 1	 S E M). 	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	 t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	( *:	 p	 ≤	
0, 0 5).	 St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w ert e s	 al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n. 	n = 1 1 	
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3. 2  A n g i ot e n si n	II	 b e wir kt	 er h ö ht e	C O X -2	 m R N A 	i n	 d er	M e d ull a 	

D as	 v as o dil at at oris c h	  wir ks a m e	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	 e nt st e ht 	 pri m är	 a us	 d er	

Ar a c hi d o ns ä ur e	 u n d	  wir d 	 d ur c h	 C O X -2	 g e n eri ert.	  N a c h d e m	 d er	  N a c h w eis	 v o n	

Pr ost a gl a n di n e n	i m	 S a m m el uri n	 v o n	 A n g	II	 b e h a n d elt e n	 M ä us e n	 erf ol gt	 w ar,	 w ur d e	 als	

n ä c hst es	 u nt ers u c ht,	 o b	i m	 Ni er e n g e w e b e	 C O X -2	 R N A	i n	 er h ö ht e n	 M e n g e n	 v or h a n d e n	

ist.	 D a h er	 w ur d e	i m	f ol g e n d e n	V ers u c h	 R N A	 a us	 d e m	 r e n al e n	 C ort e x 	u n d	 d er	 r e n al e n	

M e d ull a 	 d er	  M ä us e	 is oli ert	 u n d	 u nt ers u c ht .	 I n	 d e m	C ort e x 	ist	wi e	 i n	 d er	 f ol g e n d e n	

A b bil d u n g	 d ar g est ellt	 b ei	 M ä us e n	 s o w o hl	 o h n e	 v or a n g e g a n g e n e	 B e h a n dl u n g	 als	 a u c h	

n a c h	 z w ei w ö c hi g er	 A n g	II	I nf usi o n	 k a u m	 m ess b ar e	 C O X -2	 R N A	 z u	fi n d e n.	 	

	

A b b.	 1 0 :	 C O X -2	 m R N A	 a u s	 r e n al e m 	 C ort e x 	 i n	 u n b e h a n d elt e n	 u n d	  A n g	 II	 b e h a n d elt e n	  M ä u s e n.	
D ar g e st ellt	i st	 di e	 r el a ti v e	 C O X-2	 m R N A	 E x pr e s si o n,	 w el c h e	 o h n e	 A n g	II	 u n d	 mit	 A n g	II	i m	 C ort e x 	ni c ht	
si g nifi k a nt	 n a c h w ei s b ar	i st 	( B a s eli n e	M W	 1	 ± 	0, 2	 S E M ,	 A n g	II	i nf u n di ert	M W	 1, 5 3	 ± 	0, 3	 S E M) .	St ati sti s c h e	
A u s w ert u n g	  mit	 t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	 f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n .	St a n d ar df e hl er	 d e s	  Mitt el w ert e s	 al s	
F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n. 	n = 4 	

	

I n	 d er	M e d ull a 	hi n g e g e n	li e g e n	 b ei	 d e n	 A n g	II	i nf u n di ert e n	 M ä us e n	si g nifi k a nt	 h o h e	 C O X -

2	 R N A	 L e v el	 v or.	 U n b e h a n d elt	 k a n n	 m a n	 a u c h	i n	 d er	 M e d ull a 	k a u m	 C O X -2	 R N A	 m ess e n. 	
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A b b.	 1 1 :	 C O X-2	  m R N A	 a u s	 r e n al er	  M e d ull a	 i n	 u n b e h a n d elt e n	 u n d	  A n g	 II	 b e h a n d elt e n	  M ä u s e n.	
D ar g e st ellt	 i st	 di e	 r el a ti v e	 C O X-2	  m R N A	 E x pr e s si o n,	  w el c h e	 i n	  A n g	 II	 b e h a n d elt er	 M e d ull a 	si g nifi k a nt	
e r h ö ht	i st	( B a s eli n e	 1	± 	0, 1 6	 S E M,	 A n g	II	i nf u n di ert	 1 0, 6 5	 ± 	1, 8	 S E M) .	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	t -T e st	
n a c h	 St u d e nt	f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	( * * :	 p	≤	 0, 0 1 ).	St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w ert e s	 al s	 F e hl er b al k e n	
a n g e g e b e n. 	n = 1 0 	

	

3. 3  I m m u n hi st oc h e mi s c h er	  N a c h w ei s	 v o n	 C O X -2	 i n	 r e n al e n	

Z wi s c h e n z ell e n 	

U m	 h er a us z ufi n d e n,	 w o	 g e n a u	 C O X -2	i n	 d er	 M e d ull a 	e x pri mi ert	 wir d,	f ü hrt e n	 wir	 ei n e	

I m m u n hist o c h e mi e	a us	 M a us ni er e n	 d ur c h .	Ni er e ns c h nitt e	 d er	 u n b e h a n d elt e n	 u n d	 d er	

mit	 A n g	 II	 b e h a n d elt e n	  M ä us e	 w ur d e n	  mit	 A nti k ör p er n	 g e g e n	 C O X -2	 u n d	  mit	

A nti k ör p er n	 g e g e n	 Z wis c h e n -	u n d	 H a u pt z ell e n	 d es	 S a m m elr o hr es	 g ef är bt.	 Di e	 v -A T P as e	

st ellt	 ei n e n	 s p e zifis c h e n	 M ar k er	f ür	 Z wis c h e n z ell e n	 d ar.	 A Q P 2	 di e nt	 als	 M ar k er	f ür	 di e	

H a u pt z ell e n.	 Mitt els	 k o nf o k al er	  Mi kr os k o pi e	 k o n nt e	 g e z ei gt	  w er d e n ,	 d ass	 si c h	C O X -2	

mit	 d e n	 B er ei c h e n,	 di e	  mit	 v -A T P as e	 g ef är bt	  w ur d e n,	 i n	 A n g	 II	 b e h a n d elt e n	  M ä us e n	

d e c kt, 	s o	 d ass	 a n g e n o m m e n	 w er d e n	 k a n n,	 d ass	 C O X -2	i n	 d e n	 Z wis c h e n z ell e n	 v or k o m mt 	

( St e g b a u er,	 C h e n	 et	 al.	 2 0 1 7).	B ei	 d e n	 u n b e h a n d elt e n	 M ä us e n	 w ar	i n	 d er	 Mi kr os k o pi e	

k ei n	 C O X -2	si c ht b ar.	 	
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3. 4  A n g i ot e n si n	II	 sti m uli ert	 di e	C O X -2	 E x p r e s si o n	i n	 M D C K	A T 1	 Z ell e n 	

N a c h d e m	 d as	 V or k o m m e n	 v o n	 C O X -2	 i n	 r e n al e n	 Z wis c h e n z ell e n	 d er	  M a us	 g e z ei gt	

w er d e n	 k o n nt e,	 s oll t e	n u n	 i n	 Z ell k ult ur	 d er	 g e n a u e	 M e c h a nis m us,	wi e	 A n g	II	 ei n e	 C O X -

2	 Bil d u n g	i n d u zi ert,	 u nt ers u c ht	 w er d e n .	 Di e	 E x p eri m e nt e	 w ur d e n	 mit	 d e n	M D C K	 A T 1	

Z ell e n	 d ur c h g ef ü hrt.	 	

Als	 erst es 	f ü hrt e n	 wir	 ei n e	 Z eit ki n eti k	 d ur c h,	 u m	 h er a us z ufi n d e n,	 w el c h e	 Z eit d a u er	 di e	

o pti m al e	 Sti m ul ati o ns z eit	 d er	 Z ell e n 	mit	 A n g	II	 d arst e llt.	 Hi er b ei	 z ei gt e	 si c h,	 d ass	 n ac h	

ei n er	 Sti m ul ati o ns d a u er	 v o n	 s e c hs 	St u n d e n	 ei n e	 si g nifi k a nt	 h o h e	 C O X -2	 E x pr essi o n	i m	

W est er n	 Bl ot	 z u	 s e h e n	  w ar.	 B ei	 d er	 d e nsit o m etris c h e n	 A us w ert u n g,	  w i e	 i n	 A b b. 	1 4 	

d ar g est ellt,	 er g a b	 di e	s e c hsst ü n di g e	 Sti m ul ati o n	 ei n	 si g nifi k a nt	h o h es	 C O X -2	 Si g n al 	( M W	

6, 3 8	 ± 	0, 8 4	 S E M )	i m	 V er gl ei c h	 z ur	 N e g ati v k o ntr oll e	( Ei n h eit	 1).	B ei	 Sti m ul ati o n e n,	 di e	

z w ölf 	( M W	 1, 9	± 	1, 0 8	 S E M)	 u n d	 2 4	 St u n d e n 	( M W	 1, 1 4	± 	0, 3 7	 S E M) 	l a n g	 d a u ert e n,	 w ar	

d as	 C O X -2	 Si g n al	 s c h w a c h	 si g nifi k a nt 	 a us g e pr ä gt 	 ( St e g b a u er,	 C h e n	 et	 al.	 2 0 1 7).	

D es w e g e n	 w ur d e	 a uf gr u n d	 di es es	 Er g e b niss es	 di e	 Sti m ul ati o ns z eit	 mit	 A n g	II	 b ei	 ei n er	

K o n z e ntr ati o n	 v o n	 1 	µ M 	a uf	s e c hs	 St u n d e n	f est g el e gt.	 	

	

A 	

B 	
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A b b.	 1 4 :	 Z eit ki n eti k	 d er	 C y cl o o x y g e n a s e-2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 A T 1 -R e z.	 Z ell e n	 n a c h	z eit a b h ä n gi g er	
Sti m ul ati o n	 mit	 1	 µ g / ml	 A n g i ote n si n 	II.	A n g	II	sti m uli ert	z eit a b h ä n gi g	 di e	 C O X -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 A T 1 -
R e z.	 Z ell e n	( D M S O	 M W	 1	 ± 	0. 1 3	 S E M, 1	 h	 M W	 1, 3 2	 ± 	0, 2 9	 S E M,	 3	 h	 M W	 3, 7	 ± 	0, 9	 S E M,	 6	 h	 M W	 6, 3 8	 ±	 0, 8 4	
S E M ,	 1 2	 h	M W	 1, 9	 ±	 1, 0 8	 S E M ,	 2 4	 h	M W	 1, 1 4	 ±	 0, 3 7	 S E M ).	A:	 R e pr ä s e nt ati v er	 W e st er n	 B l ot,	 er st e	 R ei h e:	
C O X -2,	z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	i st	 di e	 C O X -2 / ß -A kti n -R ati o	 al s	
Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O. 	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	

f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	(* * :	p	 ≤ 	0, 0 1 ,	* :	 p	≤	 0, 0 5 	i m	 V er gl ei c h	 z ur	 N e g ati v k o ntr oll e),	 St a n d ar df e hl er	
d e s	 Mitt el w ert e s	 al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 3 .	Ei g e n e	 D ar st ell u n g	 p u bli zi ert	i n	 ( St e g b a u er,	 C h e n	 et	
al.	 2 0 1 7) 	

	

3. 5  A n gi ot e n si n	II	 Si g n altr a n s d u kti o n	 	

3. 5. 1  A n g i ot e n si n	II	 a kti vi ert	d e n	 G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt e n	 Si g n al w e g 	

Ei n	 kl assis c h er	 A kti vi er u n gs w e g	 d es	 A T 1 -R e z e pt ors	 erf ol gt	 ü b er	 d e n	  G -Pr ot ei n	

a b h ä n gi g e n	 Si g n al w e g.	  N a c h	 Bi n d u n g 	 v o n	 A n g	 II	 a n	 d e n	 A T 1 -R e z e pt or 	 w er d e n	  G -

Pr ot ei n e	 a kti vi ert. 	Hi er n a c h	 f ol gt	 di e	 A kti vi er u n g	 d er	 P h os p h oli p as e	 C	 mit	 Pr o d u kti o n	

d er	 S e c o n d	  M ess e n g er 	 I P3 	 u n d	  D A G	 u n d	 P h os p h or yli er u n g	 v o n	 P K C. 	 I m	 f ol g e n d e n	

V ers u c h	 s et zt e n	 wir	 ei n e n	 P K C	I n hi bit or	( C al p h osti n	 C)	i n	 ei n er	 E n d k o n z e ntr ati o n	 v o n	 1 	

µ M	 ei n,	 u m	 r ü c k wir k e n d	 z u	 ü b er pr üf e n,	 o b	 di es er	 Si g n al w e g	 i n hi bi er b ar	 ist.	 B ei	 d er	

W est er n	 Bl ot	 A n al ys e	 z ei gt e	 si c h,	 d ass	 ei n e	 all ei ni g e	 A n g	 II	 Sti m ul ati o n	 ei n e	 d e utli c h	

si g nifi k a nt	 er h ö ht e	 C O X -2	 E x pri mi er u n g	 ( M W	 2, 6 9	 ± 	0, 1 5	 S E M)	 b e wir kt e .	  Dur c h	 d e n	

Ei ns at z	 v o n	 C al p h osti n	 C	 k o n nt e 	di e	 C O X -2	 Fr e is et z u n g	st ar k	si g nifi k a nt	i n hi bi ert	 w er d e n.	

Hi er	 l a g	d er	 Mitt el w ert	 b ei	 1, 1 7 	± 	0, 2 7 	S E M.	 Di e	 d e utli c h	 i n hi bi ert e	 C O X-2	 E x pr essi o n	

w ar	i m	 V er gl ei c h	 z ur	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O	 ni c ht	si g nifi k a nt 	v ers c hi e d e n .		
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A b b.	 1 5 :	C y cl o o x y g e n a s e -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 A T 1 -R e z.	 Z ell e n	 n a c h	 s e c h s st ü n di g er	 Sti m ul ati o n	
mit	 1 µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II	 u n d	 ei n st ü n di g er	 V ori n k u b ati o n	 mit	 1 µ M	 C al p h o sti n	 C.	C al p h o sti n	 C	i n hi bi ert	
di e	 A n g	II	i n d u zi ert e	 C O X -2	 E x pr e s si o n	si g nifi k a nt	( D M S O	 M W	 1	 ± 	0, 5 4	 S E M,	 C al p h o sti n	 C	 M W	 0, 7 4	 ± 	0, 5 6	
S E M,	 A n g	II	 M W	 2, 6 9	 ±	 0, 1 5	 S E M ,	 A n g	II	 +	 C al p h o sti n	 C	 M W	1, 1 7	 ±	 0, 2 7	 S E M ).	A:	 R e pr ä s e nt ati v er	 W e st er n	
Bl ot,	 er st e	 R ei h e:	 C O X -2,	 z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	i st	 di e	 C O X -
2 / ß -A kti n -R ati o	 al s	 Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O. 	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	
t-T e st	 n a c h	 St u d e nt	 f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	 ( * * * :	 p	 ≤ 	 0, 0 0 1 ;	 n s:	 ni c ht	 si g nifi k a nt,	 p	 =	 0, 1 1),	
St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w ert e s	 al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 6 	

	

3. 5. 2  A n g i ot e n si n	II	 a kti vi ert	Mit o g e n -a kti vi e rt e	 Pr ot ei n ki n a s e n	( M A P-Ki n a s e n) 	

3. 5. 3  P 3 8 -M A P -Ki n a s e 	

Wi e	 b er eits	i n	 d er	 Ei nl eit u n g	 erl ä ut ert 	(si e h e	1. 2 ),	 a kti vi ert	 A n g	II	 ü b er	 d e n	 A T 1-R e z e pt or	

a u c h	  M A P -Ki n as e n.	 U m	 di es	 z u	 pr üf e n ,	  w ur d e n	 z u n ä c hst	 P h os p h or yli er u n gs v ers u c h e	

mit	 d er	 M A P -Ki n as e	 p 3 8	 d ur c h g ef ü hrt.	I n	 ei n er	 z eit a b h ä n gi g e n	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	 d er	

M D C K	 Z ell e n	 z u	 v ers c hi e d e n e n	 Z eit p u n kt e n	 z ei gt e	 si c h	i m	 W est er n	 Bl ot,	 d ass	 di e	 M A P -

Ki n as e	 p 3 8 	b er eits	 n a c h	 f ü nfmi n üti g er 	Sti m ul ati o n	 i m	 V er gl ei c h	 z ur	  N e g ati v k o ntr oll e	

si g nifi k a nt 	p h os p h or yli ert	 w ur d e 	(M W	 3, 3 7	 ± 	0, 2 5	 S E M ).	J e	l ä n g er	 di e	 Sti m ul ati o n	 d er	

Z ell e n	 a n d a u ert e,	 d est o	 s c h w ä c h er	 si g nifi k a nt	 w ur d e	 d as	 P h os p h or yli er u n gssi g n al. 	D er 	

M W	 d er	 z e h n 	Mi n ut e n 	l a n g	sti m uli ert e n	 Z ell e n	 l a g	 b ei	 3, 0 4	 ± 	0, 1 2	 S E M,	 1 5	 Mi n ut e n 	

A 	

B 	
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Sti m ul ati o n	 er g a b	 ei n e n	  M W	 v o n	 2, 5 6 	 ± 	 0, 2 1	 S E M	 u n d	 ei n e	 3 0 -mi n üti g e	 A n g	 II	

Sti m ul ati o n	 ei n e n	  M W	 v o n	 1, 6 7	 ± 	0, 0 5	 S E M. 	Di e	 A n g	 II	 Sti m ul ati o n	 d er	  M D C K	 Z ell e n	

f ü hrt e	als o	 z u	 ei n er	 A kti vi er u n g	 d er	 p 3 8 -Si g n altr a ns d u kti o n. 	

	

A b b.	 1 6 :	 P 3 8	 P h o s p h or yli er u n g	 i n	  M D C K	 C 1 1	  A T 1-R e z.	 Z e ll e n	 n a c h	 z eit a b h ä n gi g er	 Sti m ul ati o n	  mit	
1 µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II.	A n g	II	 Sti m ul ati o n	 p h o s p h or yli ert	 di e	 M A P	 Ki n a s e	 p 3 8	( D M S O	 1	 ± 	0, 1 1	 S E M,	 5	 mi n	
M W	 3, 3 7	 ±	 0, 2 5	 S E M ,	 1 0	 mi n	 M W	3, 0 4	 ±	 0, 1 2	 S E M ,	 1 5	 mi n	 M W	2, 5 6	 ±	 0, 2 1	 S E M ,	 3 0	 mi n	 M W	1, 6 7	 ±	 0, 0 5	
S E M ,	 6 0	 mi n	 M W	1, 1 1	 ± 	0, 1 4	 S E M). 	A:	 R e pr ä s e nt ati v er	 W e st er n	 Bl ot,	 er st e	 R ei h e:	 P h o s p h o -p 3 8,	 z w eit e	
R ei h e:	 G e s a mt -p 3 8.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	i st	 di e	 P h o s p h o -p 3 8 / G e s a mt -p 3 8 -R ati o	
al s	  Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	  N e g ati v k o ntr oll e	  D M S O. 	 St ati sti s c h e	  A u s w ert u n g	  mit	 t -T e st	 n a c h	

St u d e nt	f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	( * * * :	p	 ≤ 	0, 0 0 1;	 * *:	 p	 ≤	 0, 0 1 ),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w ert e s	 al s	
F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 4 	

	

N a c h d e m	 di e	 A kti vi er u n g	 d er	  M A P -Ki n as e	 p 3 8	 g e z ei gt	  w er d e n	 k o n nt e,	  w ur d e	 i m	

n ä c hst e n	 V ers u c h	 d er	 p 3 8 	Si g n al w e g	i n hi bi ert.	 Hi erf ür	 s et z e n	 wir	 ei n e n	 s el e kti v e n	 p 3 8	

I n hi bit or	 ( S B	 2 0 2 1 9 0)	 i n	 ei n er	 E n d k o n z e ntr ati o n	 v o n	 1 0 	 µ M 	 ei n.	 I m	 V er gl ei c h	 z ur	

N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O 	 k a m	 es	 d ur c h	 all ei ni g e	 A n g	 II	 Sti m ul ati o n	 z u	 ei n er	 d e utli c h	

si g nifi k a nt e n	 St ei g er u n g	 d er	 C O X -2	 E x pr essi o n	 ( M W 	 5, 8 3 	 ± 	 0, 6 7 ).	 B ei	 ei nst ü n di g er	

V ori n k u b ati o n	  mit	 d e m	 p 3 8	 I n hi bit or 	 S B	 2 0 2 1 9 0	 w ur d e	 di e	 C O X -2	 E x pr essi o n	 st ar k	

A 	

B 	
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s i g nifi k a nt	i n hi bi ert	( M W	 2, 0 4	± 	0, 3 2	 S E M).	 D as	 C O X -2	 Si g n al	 mit	 p 3 8	I n hi biti o n	ist	i m	

V er gl ei c h	 z ur	 N e g ati v k o ntr oll e	 d e n n o c h	l e i c ht	si g nifi k a nt	 er h ö ht.		

	

A b b. 	1 7 :	C y cl o o x y g e n a s e -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 A T 1 -R e z.	 Z ell e n	 n a c h	 s e c h s st ü n di g er	 Sti m ul ati o n	
mit	 1 µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II	 u n d	 ei n st ü n di g er	 V ori n k u b ati o n	 mit	 1 0 µ M	 S B	 2 0 2 1 9 0.	S B	 2 0 2 1 9 0 	i n hi bi ert	
st ar k	 si g nifi k a nt	 di e	 A n g	II	i n d u zi ert e	 C O X -2	 E x pr e s si o n	( D M S O	 M W	 1	 ± 	0, 1	 S E M,	 S B	 2 0 2 1 9 0	 M W	 1, 2 5	 ± 	
0, 2 4	 S E M, 	A n g	 II	  M W	 5, 8 3	 ±	 0, 6 7 	S E M,	 A n g	 II	 +	 S B	 2 0 2 1 9 0	  M W	 2, 0 4	 ±	 0, 3 2	 S E M).	 A: 	R e pr ä s e nt ati v er	
W e st er n	 Bl ot,	 er st e	 R ei h e:	 C O X -2,	 z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	i st	
di e	 C O X -2 / ß -A kti n -R ati o	 al s	  Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	  N e g ati v k o ntr oll e	  D M S O. 	 St ati sti s c h e	
A u s w ert u n g	  mit	 t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	 f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	 ( * * * :	 p	 ≤ 	 0, 0 0 1 ;	 *:	 p	 ≤ 	 0, 0 5 ),	
St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w ert e s 	al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 5 	

	

3. 5. 4  E xtr a c ell ul ar -si g n al	 R e g ul at e d	 Ki n a s e	( E R K)	 	

E xtr a c ell ul ar -si g n al	 R e g ul at e d	 Ki n as e n	( E R K)	 g e h ör e n	 e b e nf all s	z u	 d e n	 M A P -Ki n as e n	 u n d	

si n d	 i n	 d er	 A n gi ot e nsi n	II	 Si g n al k as k a d e	T eil	 d er	 G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g e n	 A kti vi er u n g. 	

E R K	 wir d	 ü b er	 di e	 Pr ot ei n ki n a s e n	 M E K	 1	 u n d	 M E K	 2	 p h os p h or yli ert.	U m	 di e	 A kti vit ät	 v o n	

E R K	 z u	 ü b er pr üf e n,	 w ur d e 	ei n 	z eit a b h ä n gi g er	 P h os p h or yli er u n gs v ers u c h	 d ur c h g ef ü hrt.	

N a c h	 f ü nf mi n üti g er	 Sti m ul ati o n	  mit	 A n g	 II	 z ei gt e 	 si c h	 b er eits	 ei n e	 si g nifi k a nt e 	

P h os p h or yli er u n g	 v o n	 E R K 	( M W	 2, 5 8	± 	0, 1 3	 S E M) 	i m	 V er gl ei c h	 z u	 N e g ati v k o ntr oll e.	 B ei	

A 	

B 	
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l ä n g er er	 Sti m ul ati o ns d a u er	 k o n nt e	 k ei n e	 St ei g er u n g	 d es	 A kti vit äts ni v e a us,	 hi n g e g e n	

e h er	 ei n e	 a b n e h m e n d e 	A kti vit ät 	g es e h e n	 w er d e n.	 Ei n e	z e h n mi n üti g e	 Sti m ul ati o n	 er g a b	

ei n e n	 M W	 v o n	 2, 1 3	 ± 	0, 1 6	 S E M,	 1 5	 Mi n ut e n 	e i n e n	 M W	 v o n	 1, 7 7	± 	0, 1 4	 S E M	 u n d	 3 0	

Mi n ut e n 	ei n e n	 M W	 v o n	 1, 4 1	 ± 	0, 0 7	 S E M.	 	

	

A b b. 	1 8 :	E R K 1 / 2	 P h o s p h or yli er u n g	i n	 M D C K	 C 1 1	 A T 1 -R e z.	 Z ell e n	 n a c h	 z eit a b h ä n gi g er	 Sti m ul ati o n	 mit	
1 µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II.	A n g	II	 p h o s p h or yli ert	 E R K	( D M S O	 M W	 1	 ± 	0, 1	 S E M,	 5	 mi n	 M W	 2 , 5 8	 ±	 0, 1 3	 S E M,	 1 0	
mi n	 M W	 2, 1 3	 ±	 0, 1 6	 S E M ,	 1 5	 mi n	 M W	1, 7 7	 ±	 0, 1 4	 S E M ,	 3 0	 mi n	 M W	1, 4 1	 ±	 0, 0 7	 S E M ,	 6 0	 mi n	 M W	 1, 1 3	± 	
0, 1 1	 S E M).	 A:	 R e pr ä s e nt ati v er	 W e st er n	 Bl ot,	 er st e	 R ei h e:	 P h o s p h o -Er k 1 / 2,	z w eit e	 R ei h e:	 G e s a mt -E R K 1 / 2.	
B:	  D e n sit o m etri s c h e	  A u s w ert u n g,	 d ar g e st e llt	 i st	 di e	 P h o s p h o-E R K 1 / 2 / G e s a mt -E R K 1 / 2 -R ati o	 al s	
Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O. 	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	

f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	 (* * * :	 p	 ≤ 	 0, 0 0 1 ,	 * * : p	 ≤	 0, 0 1 ),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	  Mitt el w erte s	 al s	
F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 3 	

	

U m	 h er a u s z ufi n d e n,	 o b	si c h	 di e	 p 4 2/ 4 4	 Si g n al k as k a d e	 e b e nf alls	i n hi bi er e n	l ässt,	s et z te n	

wir	 n u n	 e i n e n	s p e zifis c h e n	 M E K -I n hi bit or	( P D	 9 8 0 5 9)	i n	 ei n er	 E n d k o n z e ntr ati o n	 v on	 5 0 	

µ M 	ei n,	 s o	 d ass	 E R K	 ni c ht	 p h os p h or yli ert	 w er d e n	 k a n n. 	Di e	 all ei ni g e	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	

b e wir kt e 	 i m	  G e g e ns at z	 z ur	  N e g ati v k o ntr oll e	  mit	  D M S O	 u n d	 d e m	 I n hi bit or	 ei n e	

si g nifi k a nt e	 Er h ö h u n g	 d er	 C O X -2	 E x pr essi o n 	( M W	 3, 2 5	± 	0, 2 9 	S E M) .	 B ei	 V ori n k u b ati o n	

A 	

B 	
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mit	 P D 	9 8 0 5 9	 u n d	 n a c hf ol g e n d er	 A n g	 II	 Sti m ul ati o n 	z ei gt e	 si c h	 wi d er	 Er w art e n	 ei n e	

St ei g er u n g	 d er	 C O X -2	 A nt w ort	 ( M W	 7, 1 8	 ± 	 0, 3 6 	 S E M)	 i m	 V er gl ei c h	 z ur	 all ei ni g e n	

Sti m ul ati o n	  mit	 A n g	 II.	 Di e	 si g nifi k a nt e	 Er h ö h u n g 	 b est a n d	 s o w o hl	 i m	 V er gl ei c h	 z ur	

N e g ati v k o ntr oll e	 als 	a u c h	i m	 V er gl ei c h	 z ur	 all ei ni g e n	 A n g	II	 Sti m ul ati o n.	 	

	

A b b. 	1 9 :	C y cl o o x y g e n a s e -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 A T 1 -R e z.	 Z ell e n	 n a c h	 s e c h s st ü n di g er	 Sti m ul ati o n	
mit	 1 µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II	 u n d	 ei n st ü n di g er	 V ori n k u b ati o n	 mit	 5 0 µ M	 P D	 9 8 0 5 9.	E R K	I n hi biti o n	f ü hrt	 z u	
ei n er	 er h ö ht e n	 C O X -2	 E x pr e s si o n	( D M S O	 M W	 1	 ± 	0, 2	 S E M,	 P D	 9 8 0 5 9	 M W	 1, 1 3	 ± 	0, 1 9	 S E M,	 A n g	II	 M W	
3, 2 5	 ±	 0, 2 9	 S E M ,	 A n g	II	 +	 P D	 9 8 0 5 9	 M W	7, 1 8	 ±	 0, 3 6	 S E M ).	A:	 R e pr ä s e nt ati v er	 W e st er n	 Bl ot,	 er st e	 R ei h e:	
C O X -2,	z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g, 	d ar g e st ellt	i st	 di e	 C O X -2 / ß -A kti n -R ati o	 al s	
Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O. 	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	

f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	 (* * * :	 p	 ≤ 	 0, 0 0 1),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	  Mitt el w ert e s	 al s	 F e hl er b al k e n	
a n g e g e b e n.	 n = 8 	

	

I m	 n ä c h st e n	 S c hritt	 w ur d e	 u nt ers u c ht,	 w el c h er	 Si g n al w e g	 d e n	st är k er e n	 Ei nfl uss	 a uf	di e	

C O X -2	 E x pri mi er u n g	 a us ü bt.	 D a h er	 w ur d e n	 di e	 Z ell e n	 si m ult a n	 mit	 S B	 2 0 2 1 9 0	 u n d	 P D	

9 8 0 5 9	 v ori n k u bi ert.	 Hi er b ei	z ei gt e	si c h,	 d ass	 di e	 C O X -2	 E x pr essi o n	 b ei	 d er	 gl ei c h z ei tig e n	

I n hi biti o n	 v o n	 p 3 8	 u n d	 M E K	( M W	 1, 4	± 	0, 2 6	 S E M)	 i m	 V er gl ei c h	z ur	 all ei ni g e n	 Sti m ul ati o n	

A 	

B 	
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( M W	 3, 8 7	 ± 	 0, 4 2 	 S E M) 	 d e utli c h	 si g nifi k a nt 	 g es e n kt	 w ur d e .	 D as	 C O X -2	 Si g n al	 d er	

i n hi bi ert e n	 Z ell e n	 w ar	i m	 V er gl ei c h	 z u	 D M S O	 ni c ht	si g nifi k a nt	 er h ö ht.		

	

A b b. 	2 0 :	C y c l o o x y g e n a s e-2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 A T 1 -R e z.	 Z ell e n	 n a c h	 s e c h s st ü n di g er	 Sti m ul ati o n	
mit	 1 µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II	 u n d	 ei n st ü n di g er	 V ori n k u b ati o n	 mit	 5 0 µ M	 P D	 9 8 0 5 9	 u n d	 1 0 µ M	 S B	 2 0 2 1 9 0.	
Si m ult a n e	 I n hi biti o n	 v o n	 E R K	 u n d	 p 3 8	 f ü hrt	 z ur	 si g nifi k a nt e n	 I n hi biti o n	 d er	 A n g	 II	 i n d u zi ert e n	 C O X -2	
E x pr e s si o n	( D M S O	 M W	 1	 ± 	0, 1 6	 S E M,	 P D	 9 8 0 5 9	 M W	 1, 2 7	 ± 	0, 1 5	 S E M,	 S B	 2 0 2 1 9 0	 M W	 1, 5 ± 	0, 1 8	 S E M,	 A n g	
II	 M W	3, 8 7	 ±	 0, 4 2	 S E M ,	A n g 	II	 +	 P D	 9 8 0 5 9	 +	 S B	 2 0 2 1 9 0	 M W	1, 4	 ±	 0, 2 6	 S E M ).	A:	 R e pr ä s e nt ati v er	 W e st er n	
Bl ot,	 er st e	 R ei h e:	 C O X -2,	 z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	i st	 di e	 C O X -
2 / ß -A kti n -R ati o	 al s	 Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O. 	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	

t-T e st	 n a c h	 St u d e nt	 f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	( * * * :	 p	≤	 0, 0 0 1; 	* * :	p	 ≤ 	0, 0 1 ;	 n s:	 nic ht	 si g nifi k a nt,	 p	 =	
0, 2 5 ),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w erte s	 al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 4 	

	

3. 5. 5  Z u s a m m e n h a n g	 z wi s c h e n 	R e a kti v e n 	S a u er st off s p e zi e s	( R O S) ,	 A n gi ot e n si n	II	

u n d	 C O X -2	 	

Im	 n ä c hst e n	 V ers u c h	 w ur d e	 A p o c y ni n,	 ei n	 N A D P H	  O xi d as e 	I n hi bit or,	 ei ng es et zt.	 Hi e r	

z ei gt e	 si c h 	b ei	 V ori n k u b ati o n	 d er	 Z ell e n	 mit	 1 0 0	 m m ol	 A p o c y ni n	f ür	 z w ölf 	St u n d e n	 ei n e	

s c h w a c h	si g nif ik a nt e 	R e d u kti o n	 d er	 C O X -2	 E x pr essi o n	i m	 W est er n	 Bl ot 	( M W	 2, 2 7	± 	0, 1 2 	

S E M)	 i m	 V er gl ei c h	 z ur	 all ei n i g e n	 A n g	 II	 Sti m ul ati o n	 ( M W	 3	 ± 	 0, 1 5 	 S E M) .	 Di e	 C O X -2	

A 	

B 	



	
5 3 	

E x p ri mi er u n g	 b ei	 V ori n k u b ati o n	  mit	 A p o c y ni n	  w ar	 j e d o c h	 i m	 V er gl ei c h	 z ur	

N e g ati v k o ntr oll e	si g nifi k a nt	 er h ö ht.	 	

	

A b b. 	2 1 :	C y cl o o x y g e n a s e -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 A T 1 -R e z.	 Z ell e n	 n a c h	 s e c h s st ü n di g er	 Sti m ul ati o n	
mit	 1 	µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II	 u n d	 z w ölf st ü n di g er	 V ori n k u b ati o n	 mit	 1 0 0	m M	 A p o c y ni n. 	A p o c y ni n	 h e m mt	
si g nifi k a nt	 di e	 A n g	II	i n d u zi ert e	 C O X -2	 E x pr e s si o n	( D M S O	 M W	 1	 ± 	0, 1 4	 S E M,	 A p o c y ni n	 M W	 1, 1 4	 ± 	0, 1 8	
S E M,	 A n g	II	 M W	 3	 ±	 0, 1 5	 S E M ,	 A n g	II	 +	 A p o c y ni n	 M W	2, 2 7	 ±	 0, 1 2	 S E M ).	A:	 R e pr ä s e nt ati v er	 W e st er n	 Bl ot,	
er st e	 R ei h e:	 C O X -2,	 z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	i st	 di e	 C O X -2 / ß -
A kti n -R ati o	 al s	 Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O. 	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	t -T e st	
n a c h	 St u d e nt	f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	( * * * :	 p	≤	 0, 0 0 1, 	* *:	 p	 ≤	 0, 0 1 ),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w ert e s	
al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 6 	

	

3. 6  Pr o st a gl a n di n k o n z e ntr ati o n e n	 d er	 Sti m ul ati o n s v er s u c h e 	

N a c h d e m	  mit hilf e	 d es	  W es ter n	 Bl ots	 d er	 E n z y m n a c h w eis	 d er	 Sti m ul ati o ns v ers u c h e	

g el u n g e n	ist,	 s ollt e	i m	 n ä c hst e n	 S c hritt	 g e pr üft	 w er d e n,	 o b	 d ur c h	 d as	 n a c h g e wi es e n e	

E n z y m	 ei n	 Pr o d u kt	 e ntst e ht.	  Di e	 C O X -2	 ist	 d as	 e nts c h ei d e n d e	 E n z y m	 d er	

Pr ost a gl a n di ns y nt h es e.	 	

Di e	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n e n	 w ur d e n	 a us	 d e m	 Ü b erst a n d	 d er	 Z ell e n	 n a c h	 ei n e m	

Sti m ul ati o ns v ers u c h	 mit	 ei n e m	 Pr ost a gl a n d i n	 E2 	Kit	 v o n	 C a y m a n	 g e m ess e n.		 	

A 	

B 	
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3. 6. 1  A n g i ot e n si n	II	 b e wir kt	 Pr o st a gl a n di n pr o d u kti o n	i n	 M D C K	 Z ell e n	

Z u n ä c hst 	 w ur d e n	 di e	  Ü b erst ä n d e	 a us	 d e n	 z eit a b h ä n gi g e n 	 Sti m ul ati o n e n	  mit	 A n g	 II	

u nt ers u c ht,	 u m 	 z u	 ü b er pr üf e n,	 o b	 ei n e	 Pr o d u kti o n	 d er	 Pr ost a gl a n di n e	 d ur c h	 di e	

C y c l o o x y g e n as e	 2	 ü b er h a u pt	 st attfi n d et.	Wi e	i n	 A b b.	 2 2	 d ar g est ellt ,	ist	 z u	 b e o b a c ht e n,	

d ass	 i m	  Ü b erst a n d	 d e r	 ni c ht	 sti m uli ert e n	 Z ell e n	 k a u m	Pr ost a g l a n di n	 pr o d u zi ert	  wir d	

( M W	 2 5 9, 6	 ± 	 1 1 2, 5	 S E M) .	 Ei n e	 s e c hsst ü n di g e	 A n g	 II	 I n k u b ati o n	 b e wir kt	 a n al o g	 z ur	

Z eit ki n et i k	 ei n e	 si g nifi ka nt	 h o h e	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n 	( M W	 4 1 9 3	± 	3 1 4,	 5	 S E M) .	

Z w ölf 	 St u n d e n 	 l a n g	 sti m uli ert e	 Z ell e n	 f ü hrt e n	 e b e nf alls	 z u	 ei n er	 h o h e n	

Pr ost a gl a n di n pr o d u kti o n	 ( M W	 4 5 9 9	 ± 	 5 8 7, 2	 S E M),	 g e n a u	  wi e	 di e	 2 4	 St u n d e n 	 l a n g	

sti m uli ert e n	 Z ell e n	( M W	 4 5 7 3	 ± 	8 7, 5 3	 S E M) 	( St e g b a u er,	 C h e n	 et	 al.	 2 0 1 7).		

	

A b b. 	2 2 :	Pr o st a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	i n	 p g / ml	 d er	 A n g i ot e n si n	II	 a b h ä n gi g e n	 Z eit ki n eti k,	 g e m e s s e n	i n	
Z ell ü b er st ä n d e n	 d er	  M D C K	 C 1 1	  A T 1 -R e z.	 Z ell e n. 	 A n g	 II	 Sti m ul ati o n	 f ü hrt 	 z u	 si g nifi k a nt	 er h ö ht e n	
Pr o st a gl a n di n	 E 2 	K o n z e ntr ati o n e n	i m	 Z ell m e di u m	( D M S O	 M W	 2 5 9, 6	 ±	 1 1 2, 5	 S E M ,	 6	 h	M W	 4 1 9 3	 ± 	3 1 4, 5	
S E M ,	 1 2	 h	M W	 4 5 9 9	 ±	 5 8 7, 2	 S E M ,	 2 4	 h	M W	 4 5 7 3	 ±	 8 7, 5 3	 S E M ).	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	t -T e st	 n a c h	
St u d e nt	f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	( * * * :	p 	≤ 	0, 0 0 1 ;	 * *:	 p	≤	 0, 0 1 ),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w ert e s	 al s	
F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n. 	n = 3 .	Ei g e n e	 D ar st ell u n g	 p u bli zi ert	i n	 ( St e g b a u er,	 C h e n	 et	 al.	 2 0 1 7)	
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3. 6. 2  Pr o st a gl a n di n pr o d u kti o n	 wir d	 d ur c h	 C al p h o sti n	 C	i n hi bi er t	

Als	 n ä c hst es 	w ur d e n	 di e	 Ü b erst ä n d e	 a us	 d e n	 P K C	I n hi biti o ns v ers u c h e n	 u nt ers u c ht.	 Di e	

N e g ati v k o ntr oll e	  D M S O	 er g a b	 k a u m	 Fr eis et z u n g	 v o n	 Pr ost a gl a n di n e n	 ( M W	 2 4 0, 8	 ± 	

4 2, 4 8	 S E M).	  Di e	 A n g	 II	 Sti m ul ati o n	 b e wir kt e	 ei n e	 si g nifi k a nt	 h o h e	 A uss c h ütt u n g	 v o n	

4 2 1 3	 p g/ ml 	Pr ost a gl a n di n e n	 ± 	3 4 1, 7	 S E M.	 Di e	 Sti m ul ati o n	 mit	 P K C	I n hi biti o n	 er g a b	 ei n e	

si g nifi k a nt	 r e d u zi ert e	 Pr ost a gl a n di n a uss c h ütt u n g	( M W	 2 1 0 0	 ± 	2 9 5, 3	 S E M).	 Si e h e	 d a z u	

A b b.	 2 3.	 	

	

A b b. 	 2 3 :	 Pr o st a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	 i n	 p g / ml	 d er	 P K C	 I n hi biti o n s v er s u c h e, 	 g e m e s s e n	 i n 	
Z ell ü b er st a n d e n	 d er	 M D C K	 C 1 1	 A T 1 -R e z.	 Z ell e n. 	Di e	 mit	 C al p h o sti n	 C	i n hi bi ert e n	 Z ell e n	 w ei s e n	si g nifi k a nt	
er ni e dri gt e	 Pr o st a gl a n di n	 E 2 	K o n z e ntr ati o n e n	 a uf	( D M S O	 M W	 2 4 0, 8	 ±	 4 2, 4 8	 S E M ,	 C al p h o sti n	 C	 M W	8 5 9, 5	
± 	1 2 9	 S E M ,	 A n g	 II	  M W	4 2 1 3	 ±	 3 4 1, 7	 S E M ,	 A n g	 II	 +	 C alp h o sti n	 C	  M W	 2 1 0 0	 ±	 2 9 5, 3	 S E M ).	 St ati sti s c h e	

A u s w ert u n g	  mit	 t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	 f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	 ( * * * :	 p	 ≤ 	 0, 0 0 1 ,	 * * :	 p	 ≤ 	 0, 0 1),	
St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w ert e s	 al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 4 	

	

3. 6. 3  Pr o st a gl a n di n pr o d u kti o n	 wir d	 d ur c h	 S B	 2 0 2 1 9 0	i n hi bi ert 	

Als	 n ä c hst es	 w ur d e	 di e	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	 a us	 d e n	 p 3 8	I n hi biti o ns v ers u c h e n	

g e m ess e n.	 Hi er	 er g a b e n	 di e	 b e i d e n	 N e g ati v k o ntr oll e n	 a us	 D M S O	 u n d	 d e m	 p 3 8	I n hi bit or	

k ei n e	 er h ö ht	  m ess b ar e n	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n e n.	 I m	  Ü b erst a n d	 d er	 A n g	 II	

sti m uli ert e n	 Z ell e n	 k o n nt e	i m	 V er gl ei c h	 z ur	 N e g ati v k o ntr oll e 	( M W	 4 4 5, 8	± 	4 1, 2 6 	S E M) 	

si g nifi k a nt	 er h ö ht e 	K o n z e ntr ati o n	 v o n	 Pr o st a gl a n di n	 E 2 	g e m e s s e n	 w er d e n 	( M W	 8 3 8 3	± 	

2 0 9 1 	S E M) .	I n	 d e m	 Ü b erst a n d	 mit	 p 3 8	I n hi biti o n	 u n d	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	 k o n nt e	 d ur c h	
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di e	 I n hi biti o n	 di e	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	 st ar k	 si g nifi k a nt 	r e d u zi ert	  w er d e n.	  D er	

Mitt el w ert	li e gt	 hi er	 b ei	 7 4 6, 7 	± 	1 8 3, 2 	S E M .	E s	 b est a n d	i m	 V er gl ei c h	z ur	 N e g ati v k o ntr oll e	

k ei n	 si g nifi k a nt er	  U nt ers c hi e d.	 D as	 Er g e b nis	 d er	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	 i m	 E LI S A	

(si e h e	A b b.	 2 4)	 d e c kt	si c h	 d e m n a c h	 mit	 d e m	 Er g e b nis	 d es	 W est er n	 Bl ots.	 	

	

A b b. 	 2 4 :	 Pr o st a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	 i n	 p g / ml	 d er	 p 3 8	 I n hi biti o n s ver s u c h e,	 g e m e s s e n	 i n	
Z ell ü b er st ä n d e n	 d er	 M D C K	 C 1 1	 A T 1 -R e z.	 Z ell e n. 	Di e	 mit	 S B	 2 0 2 1 9 0 	i n hi bi ert e n	 Z ell e n	 w ei s e n	 si g nifi k a nt	
er ni e dri gt e	 Pr o st a gl a n di n	 E 2 	K o n z e ntr ati o n e n	 a uf	 ( D M S O	M W	 4 4 5, 8	 ± 	4 1, 2 6	 S E M ,	 S B	 2 0 2 1 9 0	 M W	5 9 2, 5	 ± 	
1 2 7, 4	 S E M ,	 A n g	 II	  M W	 8 3 8 3	 ±	 2 0 9 1	 S E M ,	 A n g	 II	 +	 S B	 2 0 2 1 9 0	  M W	 7 4 6, 7	 ±	 1 8 3, 2	 S E M ).	 St ati sti s c h e	

A u s w ert u n g	 mit	 t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	 f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	 ( * :	p	 ≤ 	0, 0 5 ;	 n s:	 ni c ht	 si g nifi k a nt,	 p	 =	
0, 1 8 ),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w ert e s	 al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	n = 3 	

	

3. 7  A n g i ot e nsi n 	II	 sti m uli ert	 di e	 C O X-2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 DD 3 1 9	 Z ell e n 	

I n	 d er	 Lit er at ur	ist	 n e b e n	 d e m	 kl assis c h e n	 G-Pr ot ei n	 g e k o p p elt e n	 Si g n al w e g	 v o n	 A n g	II	

a u c h	 ei n e	  G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g e	 A kti vi er u n g	 d es	 A T 1 -R e z e pt ors,	 v er m utli c h	 ü b er	 ß -

Arr esti n,	 b es c hri e b e n	  w or d e n.	 Z ur 	 U nt ers u c h u n g	 di es es	 S a c h v er h alt es	  w ur d e n	 di e 	

f ol g e n d e n	E x p eri m e nt e	 mit	 d e n	 M D C K	 C 1 1	 D 3 1 9	 Z ell e n 	d ur c h g ef ü hrt. 	D e n	 Z ell e n	 w ur d e	

ei n	  m uti ert er	 A T 1 -R e z e pt or	 tr a ns d u zi ert.	 A b	 d er	 A S	 3 1 9	 f e hlt	 d e m	  m uti ert e n	 A T 1 -

R e z e pt or	 D 3 1 9 	d er	 c yt os olis c h e	 A nt eil.	 D er	 V ers u c hs a uf b a u	 d er	f ol g e n d e n	 E x p eri m e nt e	

w ur d e	i d e ntis c h	 z u	 d e n	 V ers u c h e n	 mit	 d e n	 M D C K	 C 1 1	 A T 1	 Z ell e n	 g est alt et.	 	
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3. 7. 1  Z eit ki n eti k	i n	 M D C K	 DD 3 1 9	 Z ell e n 		

Z u n ä c hst	 w ur d e	 ei n e	z eit a b h ä n gi g e	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	 z u	 u nt ers c hi e dli c h e n	 Z eit p u n kt e n	

mit	 d e n	  M D C K	 C 1 1	 D 3 1 9	 Z ell e n 	d ur c h g ef ü hrt,	 u m	 ei n e	 b esti m mt e 	Sti m ul ati o ns d a u er	

f est z ul e g e n.	Hi er	 z ei gt e	si c h,	 d ass	 ei n e	s e c hsst ü n di g e	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	 ei n e	 h o h e	 C O X -

2	 E x pri mi er u n g 	( M W	 7, 6 4	± 	0, 9 8	 S E M) 	i m	 V er gl ei c h	 z ur	 N e g ati v k o ntr oll e	( M W	 1	± 	0, 1 2	

S E M) 	b e wir kt .	B ei	 k ür z er	 o d er	 l ä n ger	 a n d a u er n d e n	 Sti m ul ati o n e n	 w ur d e 	k ei n e	 er h ö ht e	

C O X -2	 E x pr essi o n	 b e wir kt 	 ( dr ei	 St u n d e n 	 Sti m ul ati o n	  M W	 2, 4 6	 ± 	 0, 2 6	 S E M;	 z w ölf 	

St u n d e n 	Sti m ul ati o n	 M W	 5, 5 4	 ± 	0, 3 8	 S E M) .	 A uf gr u n d	 di es es	 Er g e b niss es	 w ur d e	 a u c h	i n	

di es er	 Z ellr ei h e	 di e	 Sti m ul ati o ns d a u er	 a uf	s e c h s 	St u n d e n	f est g el e gt.	 	

	

A b b. 	2 5 :	Z eit ki n eti k	 d er	 C y cl o o x y g e n a s e -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 DD 3 1 9	 Z ell e n	 n a c h	 z eit a b h ä n gi g er	

Sti m ul ati o n	 mit	 1	 µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II.	A n g	II	i n d u zi ert	 z eit a b h ä n gi g	 C O X -2	i n	 M D C K	 C 1 1	 D 3 1 9	 Z ell e n 	
( D M S O	 M W	1	 ±	 0, 1 2	 S E M ,	 1	 h	 M W	 1,3 9	 ± 	0, 1 7	 S E M,	 3	 h	 M W	 2, 4 6	 ±	 0, 2 6	 S E M ,	 6	 h	 M W	7, 6 4	 ±	 0, 9 8	 S E M ,	
1 2	 h	 M W	 5, 5 4	 ±	 0, 3 8	 S E M ,	 2 4	 h	 M W	 1, 3 5	± 	0, 2 2	 S E M). 	A:	 R e pr ä s e nt ati v er	 W e st er n	 Bl ot,	 er st e	 R ei h e:	 C O X -
2,	 z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	  D e n sit o m etri s c h e	  A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	 i st	 di e	 C O X -2 / ß -A kti n -R ati o	 al s	
Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O. 	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	

f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	(* * * :	p	 ≤ 	0, 0 0 1 ;	 * *	 p	≤	 0, 0 1 ),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w erte s	 al s	 F e hl er b al k e n	
a n g e g e b e n.	 n = 4 	

	

A 	

B 	
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3. 7. 2  G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt er	 Si g n al w e g	 Pr ot ei n ki n a s e	 C	 Si g n al w e g	 	

Al s	 n ä c hst es	 w ur d e	 u nt ers u c ht,	 o b	 i n	 d e n	  M D C K	 C 1 1	 D 3 1 9	 Z ell e n	 di e	  G -Pr ot ei n	

a b h ä n gi g e	 A kti vi er u n g	 v o n	 P K C	 st a ttfi n d et.	  Di e	 all ei ni g e	 A n g	 II	 Sti m ul ati o n	 d er	 Z ell e n	

v er urs a c ht e 	ei n	 si g nifi k a nt	 er h ö ht es 	C O X -2	 Si g n al	( M W	 4, 2 1 	± 	0, 1 9 	S E M).	 B ei	I n hi biti o n	

v o n	 P K C	 mit	 C al p h osti n	 C	 w ar 	k ei n e	 R e d u kti o n	 d er	 C O X -2	 Fr eis et z u n g	 f est z ust ell e n.	 D as	

C O X -2	 L e v el	 bli e b 	f ast	i d e ntis c h	 z u	 d er	r ei n e n	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	( M W 	5, 2 6 	± 	0, 5 9 	S E M) 	

u n d	 w ar	 a u c h	i m	 V er gl ei c h	 z ur	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O	si g nifi k a nt	 er h ö ht .		

	

A b b. 	2 6 :	C y cl o o x y g e n a s e -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 DD 3 1 9	 Z ell e n	 n a c h	 s e c h s st ü n di g er	 Sti m ul ati o n	 mit	 1 	
µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II	 un d	 ei n st ü n di g er	 V ori n k u b ati o n	 mit	 1 	µ M	 C al p h o sti n	 C. 	Di e	 A n g	II	i n d u zi ert e	 C O X -
2	 E x pr e s si o n	 wir d	 d ur c h	 C al p h o sti n	 C	 ni c ht	i n hi bi ert	( D M S O	 M W	 1	 ± 	0, 2 4	 S E M,	 C al p h o sti n	 C	 M W	 1, 4 7	 ± 	
0, 1 4	 S E M,	 A n g	II	 M W	 4, 2 1	 ±	 0, 1 9	 S E M ,	 A n g	II	 +	 C al p h o sti n	 C	 M W	5, 2 6	 ±	 0, 5 9	 S E M )	A:	 R e pr ä s e nt ati v er	
W e st er n	 Bl ot,	 er st e	 R ei h e:	 C O X -2,	 z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	i st	
di e	 C O X -2 / ß -A kti n -R ati o	 al s	  Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	  N e g ati v k o ntr oll e	  D M S O. 	 St ati sti s c h e	

A u s w ert u n g	 mit	 t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	 f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	(* * * :	 p	≤	 0, 0 0 1,	 * * :	p	 ≤ 	0, 0 1 ,	 n s:	 ni c ht	
si g nifi k a nt ,	 p	 =	 0, 1 2),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w erte s	 al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 6 	

	

A 	

B 	
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3. 7. 3  A n g i ot e n si n	II	a kti vi ert	 M A P -Ki n a s e n	i n	 M D C K	 DD 3 1 9	 Z ell e n 	

3. 7. 4  P 3 8 -M A P -Ki n a s e	 	

I m	f ol g e n d e n	 V ers u c h	 s et zte n	 wir	 ei n e n	 s p e zifis c h e n	 p 3 8	I n hi b it or	( S B	 2 0 2 1 9 0)	 ei n,	 u m	

z u	 pr üf e n ,	 o b	 d ur c h	I n hi bi er u n g	 d er	p 3 8	 M A P K	 Si g n al k as k a d e	 ei n e	 V er ä n d er u n g	i n	 d er	

C O X -2	 E x pr essi o n	 z u	 b e o b a c ht e n	ist .	 Wi e	i m	f ol g e n d e n	 Di a gr a m m	 d ar g est ellt	b e wir kt e	

di e	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	 ei n e	 si g nifi k a nt	 h o h e 	C O X -2	 E x pr essi o n	( M W	 4, 3 2 	± 	0, 2 	S E M). 	B ei	

V ori n k u b ati o n	 mit 	S B	 2 0 2 1 9 0	 s a h 	m a n	 ei n e	 d e utli c h 	si g nifi k a nt e	 R e d u kti o n	 d er	 A n g 	II	

i n d u zi ert e n	 C O X-2	 E x pr essi o n	 ( M W	 2, 1 6 	 ± 	 0, 2 5 	 S E M). 	 D as	 C O X -2	 Si g n al	  mit	

V ori n k u b ati o n	 mit	 S B	 2 0 2 1 9 0	 w ar	i m	 V er gl ei c h	 z u	 D M S O	s c h w a c h	si g nifi k a nt	 er h ö ht.	 	

	

A b b. 	2 7 :	C y cl o o x y g e n a s e -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 DD 3 1 9	 Z ell e n	 n a c h	 s e c h s st ü n di g er	 Sti m ul ati o n	 mit	 1 	
µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II	 u n d	 ei n st ü n di g er	 V ori n k u b ati o n	 mit	 1 0	µ M	 S B	 2 0 2 1 9 0. 	S B	 2 0 2 1 9 0	i n hi bi ert	 di e	 A n g	

II	i n d u zi ert e	C O X -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 D 3 1 9	 Z ell e n 	si g nifi k a nt 	( D M S O	 M W	 1	± 	0, 3 6 	S E M,	 S B	 2 0 2 1 9 0	
M W	 1	 ± 	0, 3 5	 S E M ,	 A n g	II	 M W	4, 3 2	 ±	 0, 2	 S E M ,	 A n g	II	 +	 S B	 2 0 1 9 0	 M W	2, 1 6	 ±	 0, 2 5	 S E M ).	A:	 R e pr ä s e nt ati v er	
W e st er n	 Bl ot,	 er st e	 R ei h e:	 C O X -2,	 z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	i st	
di e	 C O X -2 / ß -A kti n -R ati o	 al s	  Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	  N e g ati v k o ntr oll e	  D M S O. 	 St ati sti s c h e	

A u s w ert u n g	  mit	 t -T e st	 n a c h	 St u d e nt	 f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	 ( * * * :	 p	 ≤ 	 0, 0 0 1 ;	 *:	 p	 ≤	 0, 0 5 ),	
St a n d ar df e hl er	 d e s	 Mitt el w ert e s	 al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n. 	n = 8 		

	

A 	

B 	
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3. 7. 5  E xtr a c ell ul ar -si g n al	 R e g ul at e d	 Ki n a s e	( E R K)	 	

I m	 n ä c hst e n	 V ers u c h	 w ur d e	 mit	 d e n	 M D C K	 C 1 1	D 3 1 9	 ei n e	 M E K	I n hi biti o n	 d ur c h g ef ü hrt.	

Di e	 Sti m ul ati o n	 d er	 Z ell e n	  mit	 A n g	 II	 f ü hrt e	 z u	 ei n e r	 si g nifi k a nt	 er h ö ht e n 	 C O X -2	

Fr eis et z u n g 	 ( M W	 3, 9 3	 ± 	 0, 1 7 	 S E M) .	 B ei	 I n hi bi er u n g	 v o n	  M E K	 u n d	 f ol g e n d er	 A n g	 II	

Sti m ul ati o n	 w ar	 di e	 C O X -2	 F r eis et zu n g	 d e utli c h	 g est ei g ert	( M W	 8, 7 3 	± 	0, 7 9 	S E M).	 D i e	

si g nifi k a nt	 er h ö ht e	 C O X -2	 E x pri mi er u n g	 b est e ht	 s o w o hl	 i m	 V er gl ei c h	 z ur	

N e g ati v k o ntr oll e	 als	 a u c h	i m	 V er gl ei c h	 z ur	 all ei ni g e n	 A n g	II	 Sti m ul ati o n.	 	

	

A b b. 	2 8 :	C y cl o o x y g e n a s e -2 	E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 DD 3 1 9	 Z ell e n	 n a c h	 s e c h s st ü n di g er	 Sti m ul ati o n	 mit	 1 	
µ g / ml	 A n g i ot e n si n	II	 u n d	 ei n st ü n di g er	 V ori n k u b ati o n	 mit	 5 0	µ M	 P D	 9 8 0 5 9. 	E R K	I n hi biti o n	i n	 M D C K	 C 1 1	

D 3 1 9	 Z ell e n 	fü hrt	z u	 ei n er	 er h ö ht e n	 C O X -2	 E x pr e s si o n	( D M S O	 M W	 1	 ± 	0, 1	 S E M ,	 P D	 9 8 0 5 9	 M W	1, 2 8	 ± 	0, 1 4	
S E M ,	 A n g	II	 M W	3, 9 3	 ±	 0, 1 7	 S E M ,	 A n g	II	 +	 P D	 9 8 0 5 9	 M W	8, 7 3	 ±	 0, 7 9	 S E M ).	A:	 R e pr ä s e nt ati v er	 W e st er n	
Bl ot,	 er st e	 R ei h e:	 C O X -2,	 z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	i st	 di e	 C O X -
2 / ß -A kti n -R ati o	 al s	 Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O. 	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	

t-T e st	 n a c h	 St u d e nt	 f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	 ( * * * :	 p	≤	 0, 0 0 1 ),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	  Mitt el w erte s	 al s	
F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 6 	

	

A uf gr u n d	 d er	 Er g e b niss e	 a us	 d er	 p 3 8 -	u n d	  M E K -I n hi biti o n	  w ur d e	 als	 n ä c hst es	 d ur c h	

si m ult a n e	I n hi biti o n	 v o n	 p 3 8	 u n d	 M E K	 g e pr üft,	 w el c h er	 Si g n al w e g	 ü b er wi e gt.	 Di e	 A n g	II	

A 	

B 	
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Sti m ul ati o n	 b e wir kt e 	i m	 V er gl ei c h	 z ur	 N e g ati v k o ntr oll e	 a us	 D M S O	( M W	 1	± 	0, 1 1	 S E M) 	

u n d	 d e n	I n hi bit or e n	 P D	 9 8 0 5 9	( M W	 1, 0 7 	± 	0, 0 7	 S E M) 	u n d	 S B	 2 0 2 1 9 0	( M W	 1, 2 2	 ± 	0, 0 7	

S E M)	 ei n e	 si g nifi k a nt	 er h ö ht e	 C O X -2	 E x pri mi er u n g 	 ( M W	 2, 0 7	 ± 	 0, 0 5 	 S E M) .	 B ei	

ei nst ü n di g er	 V ori n k u b ati o n	  mit	 P D	 9 8 0 5 9	 u n d	 S B	 2 0 2 1 9 0	 k o n nt e 	 di e	 C O X -2	

E x pri mi er u n g	 i n hi bi ert 	 w er d e n	 ( M W	 1, 2 4	 ± 	 0, 0 6	 S E M). 	 D as	 C O X -2	 Si g n al	 d er	 z u v or	

i n hi bi ert e n	 Z ell e n	 w ar	i m	 V er gl ei c h	 z u	 D M S O	 ni c ht	si g nifi k a nt	 er h ö ht.		

	

A b b. 	2 9 :	C y cl o o x y g e n a s e -2	 E x pr e s si o n	i n	 M D C K	 C 1 1	 DD 3 1 9	 Z ell e n	 n a c h	 s e c h s st ü n di g er	 Sti m ul ati o n	 mit	 1 	
µ g / ml	  A n g i ot e n si n	II	 u n d	 ei n stü n di g er	  V ori n k u b ati o n	  mit	 5 0 	µ M	 P D	 9 8 0 5 9	 u n d	 1 0 	µ M	 S B	 2 0 2 1 9 0. 	
Si m ult a n e	I n hi biti o n	 v o n	 E R K	 u n d	 p 3 8	f ü hrt	z u	 ei n er	si g nifi k a nt e n	 C O X -2	 R e d u kti o n	 n a c h	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	
( D M S O	 1	± 	0, 1 1	 S E M,	 P D	 9 8 0 5 9	 M W	 1, 0 7	 ± 	0, 0 7	 S E M,	 S B	 2 0 2 1 9 0	 M W	 1, 2 2	 ± 	0, 0 7	 S E M,	 A n g	II	 M W 	2, 0 7	 ±	
0, 0 5	 S E M ,	 A n g	II	 +	 P D	 9 8 0 5 9	 +	 S b	 2 0 2 1 9 0	 M W	1, 2 4	 ±	 0, 0 6	 S E M ).	A :	 R e pr ä s e nt ati v er	 W e st er n	 Bl ot,	 er st e	
R ei h e:	 C O X -2,	 z w eit e	 R ei h e:	 ß -A kti n.	 B:	 D e n sit o m etri s c h e	 A u s w ert u n g,	 d ar g e st ellt	i st	 di e	 C O X -2 / ß -A kti n -
R ati o	 al s	 Mitt el w ert	 n or m ali si ert	 a uf	 di e	 N e g ati v k o ntr oll e	 D M S O. 	St ati sti s c h e	 A u s w ert u n g	 mit	t -T e st	 n a c h	
St u d e nt	f ür	 u n g e p a art e	 Sti c h pr o b e n	( * * * :	p	 ≤ 	0, 0 0 1;	 n s:	 ni c ht	 si g nifi k a nt,	 p	 =	 0, 2 1 ),	 St a n d ar df e hl er	 d e s	
Mitt el w ert e s	 al s	 F e hl er b al k e n	 a n g e g e b e n.	 n = 3 	

	 	

A 	

B 	
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4  Di s k u s si o n 	

4. 1  A n gi ot e n si n	 II	 B e h a n dl u n g	 i n	  M ä u s e n	 f ü hrt	 z ur	

Pr o st a gl a n di n a u s s c h ütt u n g	i m	 Uri n 	

I n	 d er	 v orli e g e n d e n	 Ar b eit	 h a b e n	  wir	 di e	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	 II	 a uf	 di e	 r e n al e	 C O X-2	

E x pr essi o n	 u nt ers u c ht.	 Zi el	 d er	 E x p eri m e nt e	  w ar	 es	 h er a us z ufi n d e n,	 o b	 es	 ei n e n	

e n d o g e n e n	 M e c h a nis m us	 gi bt,	 d er	 di e	 h y p ert e nsi v e n	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	II	 m ö gli c h e r w ei s e	

a bs c h w ä c h e n	 k a n n 	 u n d	 s o mit	 als	  G e g e nr e g ul ati o ns m e c h a nis m us 	 di e nt .	  Dies e	

s c h üt z e n d e	  G e g e nr e g ul ati o n	 k ö n nt e	 d ur c h	 di e	 n atri ur etis c h e n	 Eff e kt e	 d er	

Pr ost a gl a n di n e	 erf ol g e n. 	U m	 ei n e n	  m ö gli c h e n	 Z us a m m e n h a n g	 v o n	 A n g	 II	 u n d	 C O X -2	

h er a us z ufi n d e n,	i nf u n di ert e n	 wir	 M ä us e n 	A n g	II ,	 w el c h es	i n	 Ti er v ers u c h e n	ei n e	 g ä n gi g e	

e x p eri m e nt ell e	 M et h o d e	 d arst ellt.	  Wir 	 v er gli c h e n	 di e	 Pr o st a gl a n di n w ert e	 i m	

S a m m el uri n	 z u	 z w ei	 v ers c hi e d e n e n	 Z eit p u n kt e n.	  Di e	 erst e	  M ess u n g	 erf ol gt e	 z u m	

Z eit p u n kt	 n ull,	 u m	 b as al e	  W ert e	 o h n e	 v or a n g e g a n g e n e	 B e h a n dl u n g	 z u	  m ess e n.	  Wi e	

er w art et ,	 f a n d e n	  wir	 k a u m	  m ess b ar e	 Pr ost a gl a n di n k o nz e ntr ati o n e n	 v or.	  D e n s el b e n	

M ä us e n 	 i nf u n di ert e n	 wir	 A n g	 II	 u n d	 st ellt e n	 f est ,	 d ass	 n a c h	 z w ei w ö c hi g er	 A n g	 II	

B e h a n dl u n g	 er h ö ht e	 Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n e n 	 i m	  Uri n	 z u	 fi n d e n	  w ar e n.	 Di e	

h y p ert e nsi v e n	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	 II	 k o n nt e n	 b er eits	 i n	 vi el en 	 Ti e r vers u c h e n	 g e z ei gt	

w er d e n.	  G u yt o n	 i nf u n di ert e	  H u n d e n 	 A n g	 II	 u n d	 k o n nt e	 b e w eis e n,	 d ass	 d er	 d ar a us	

r es ulti er e n d e	 er h ö ht e	  mittl er e	 art eri ell e	 Bl ut dr u c k	 n öti g	  w ar,	 u m	 di e	 or al	

a uf g e n o m m e n e	  M e n g e	 a n	  N atri u m	  wi e d er	 i n	 gl ei c h e n	 M e n g e n 	a us z us c h ei d e n	 ( H all,	

G u yt o n	 et	 al.	 1 9 8 0) .	 A n g	II	I nf usi o n e n	i n	 R att e n	 er h ö ht en 	di e	 N a + 	R et e nti o n	 u n d	 d e n	

Bl ut dr u c k	 b er eits	 a b	 T a g	 ei ns .	 D er	 Bl ut dr u c k	bli e b	 ü b er	 d e n	 V ers u c hs z eitr a u m	 v o n	si e b e n	

T a g e n	 k o nst a nt	 er h ö ht.	  Di e	 a nti n atri ur etis c h e n	 u n d	 bl ut dr u c kst ei g er n d e n	 Eff e kt e	

w ur d e n	 v er m utli c h	 ü b er	 d e n	 A T 1 -R e z e pt or	 v er urs a c ht	 ( K e m p,	  H o w ell	 et	 al.	 2 0 1 6).	

W eit er hi n	i nf u n di ert e n	 P ott h off	 et	 al.	 Wil dt y p	 M ä us e n	 f ür	 z w ei	 W o c h e n	 A n g	II	 ( 1 0 0 0	

n g/ k g/ mi n)	 u n d	 b e o b a c ht et e n	 d e n	 s yst olis c h e n	 Bl ut dr u c k.	 N a c h	 z w ei	 W o c h e n	 w ar	 d er	

Bl ut dr u c k	 d ur c h	 di e	 A n g	II	I nf usi o n	 v o n	 1 2 0	 m m H g	 a uf	 1 7 0	 m m H g 	g esti e g e n,	 w as	 di e	

h y p ert e nsi v e n	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	II	 d e utli c h	 u nt er m a u ert.	I n	s el bi g er	 St u di e	 k o n nt e	 g e z ei gt	

w er d e n,	 d ass	 ei n e	 c hr o nis c h e	I n hi bit i o n	 v o n	 p 3 8	 d e n	 Bl ut dr u c k	 s e n kt	( P ott h off,	 St a m er	

et	 al.	 2 0 1 6) .		
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D a	 wir	 Pr o st a gl a n di n e	 i m	 Uri n	fi n d e n	 k o n nt e n,	st ellte	si c h	 di e	 Fr a g e ,	o b 	A n g	II	 e nt w e d er	

dir e kt	 ei n e	 Pr ost a gl a n di nfr eis et z u n g	 b e wir kt	 o d er	 d e n	 C O X -2	 Z y kl us	sti m uli ert.	 U m	 d e m	

n a c h z u g e h e n,	is oli ert e n	 wir	 a us	 d e n	 mit	 A n g	II	 b e h a n d elt e n	 M ä us e n	 C ort e x 	u n d	 M e d ull a 	

u n d	 b esti m mt e n	 di e	 C O X -2	 G e n e x pr essi o n.	 N ur	i n	 d e m	 G e w e b e	 a us	 d er	 M e d ull a 	d er	

M ä us e,	 di e	  mit	 A n g	 II	 i nf u n di ert	  w ur d e n, 	er hi elt e n	  wir	 er h ö ht e	 C O X -2	  m R N A.	 D ur c h	

di es e n	 Z us a m m e n h a n g	 v er m ut e n	 wir ,	 d ass	 A n g	II	 ü b er	 di e	 Sti m ul ati o n	 d es	 C O X-2	 Z y kl u s	

ei n e	 Pr ost a gl a n di nfr eis et z u n g	 b e wir kt.	 B er eits	 F er g us o n	 et	 al .	 k o n nt e n	

i m m u n hist o c h e mis c h	 z ei g e n,	 d ass	 C O X -1	 u n d	 C O X -2	 i m	 S a m m elr o hr	 v or k o m m e n	

( F er g us o n,	 H e b ert	 et	 al.	 1 9 9 9).	F ür	 ei n e	 g e n a u er e	L o k alis ati o n	 v o n	 C O X -2	i m	 S a m m elr o hr	

f ü hrt e n	  wir	  mit	  Ni er e ns c h nitt e n	 ei n e	 I m m u n hist o c he mi e	 d ur c h.	  Wir	 k o n nt e n	 mitt els	

k o nf o k al er	  Mi kr os k o pi e	 z ei g e n ,	 d ass	 si c h	 C O X -2	 mit	 v A T P as e,	 d e m	  M ar k er	 f ür	

Z wis c h e n z ell e n ,	d e c kt.	 Di es e	 Ü b er ei nsti m m u n g	 g a b	 es	 ni c ht	 mit	 A Q P 2,	 ei n e m	 M ar k er	

f ür	  H a u pt z ell e n,	  w es w e g e n	  wir	 a n n e h m e n,	 d ass	 i n	 u ns er e n	 V ers u c h en	 C O X -2	

h a u pts ä c hli c h	i n	 d e n	 Z wis c h e n z ell e n	 d er	 S a m m elr o hr e pit h eli e n	 v or k o m mt 	( St e g b a u er,	

C h e n	 et	 al.	 2 0 1 7) .		

	

4. 2  B e d e ut u n g	 d er	 Z wi s c h e n z ell e n 	f ür	 di e	 Bl ut dr u c kr e g ul ati o n	

D as	 V or k o m m e n	 v o n	 C O X -2	 i n	 Z wis c h e n z ell e n	 st el lt	 ei n	 n e u es	 u n d	 ü b err as c h e n d es	

C h ar a kt eristi k u m	 d er	 Z wis c h e n z ell e n	 d ar.	  Di e 	e pit h eli al e n 	Z ell e n	 als	 T eil	 d es	 r e n al e n	

S a m m elr o hr es	 si n d	 kl assis c h er w eis e	 f ür	 di e	 R e g ul ati o n	 d es	 S ä ur e -B as e n -H a us h alt es	

v er a nt w ortli c h	 ( Cr a y e n	 a n d	 T h o e n es	 1 9 7 8).	Hi erf ür	 w er d e n	 i n	 T y p	 A	 Z wis c h e n z ell e n	ü b er	

ei n e	 a pi k al	 g el e g e n e	  H + -A T P a s e	 Pr ot o n e n	 i n	 d as	 L u m e n	 s e z er ni ert	 ( T e n g-u m n u a y,	

V erl a n d er	 et	 al.	 1 9 9 6) .	 I nt er ess a nt er w eis e	 gi bt	 es	 i n	 d er	 Lit er at ur	  Hi n w eis e	 a uf	 ei n e	

m ö gli c h e	 Bl ut dr u c kr e g ul ati o n	 d ur c h	 di e	 Z wis c h e n z ell e n	 d es	 S a m m elr o hr es.	 T y p	 B,	 n o n -

A	 u n d	 n o n -B	 Z ell e n	 d er	 Z wis c h e n z ell e n	 w ei s e n	 ei n e n 	 a pi k al	 g el e g e n e n	 Cl -/ H C O 3
-	

A u st a u s c h er ,	 a u c h	 P e n dri n	 g e n a n nt,	a uf 	( R o y a u x,	 W all	 et	 al.	 2 0 0 1).	P e n dri n	 ni m mt	 ei n e	

b es o n d er e	 R oll e	i n	 d er 	Ni er e	 ei n .	 P e n dri n-v er mitt elt e	 Cl -	A b s or pti o n	f ü hrt	 z ur	 Z u n a h m e	

d es	 Bl ut pl as m a v ol u m e ns	 u n d	 d a mit	 a u c h	 d es	 Bl ut dr u c ks 	( V erl a n d er,	 H ass ell	 et	 al.	 2 0 0 3).	

B ei	 or al er	 Cl -	R e stri kti o n	 w ur d e	 P e n dri n	i n	 M a us v ers u c h e n	 h o c h r e g uli ert	 u n d	 w ä hr e n d	



	
6 4 	

d er	 Cl -	Di ät	 k o n nt e n	 h o h e	 Pl as m ar e ni n w ert e	 i n	 P e n dri n	 K n o c k o u t-M ä us e n	 g ef u n d e n	

w er d e n	 ( V erl a n d er,	 Ki m	 et	 al.	 2 0 0 6).		

W eit er e	 St u di e n,	 di e	 di e	 B e d e ut u n g	 d er	 Z wis c h e n z ell e n	 f ür	 di e	 Bl ut dr u c kr e g u l ati o n	

st üt z e n,	 b e wi es e n,	 d ass	 d er	 Cl -/ H C O 3
-	A u st a u s c h er	 b ei	 A bs or pti o n	 v o n	 C hl ori d	 a u c h	 N a + 	

d ur c h	 di e	 T y p	 B	 Z wis c h e n z ell e n	 a bs or bi ert	 u n d	 s o mit	 bl ut dr u c kst ei g er n d	 wir kt	 ( El a d ari,	

C h a m br e y	 et	 al.	 2 0 1 2) 	 ( L e vi el,	  H u b n er	 et	 al.	 2 0 1 0).	  D ar a us	 a bl eit e n d	 k o n nt e	 i n	

M a us v ers u c h e n	 h er a us g ef u n d e n	  w er d e n,	 d ass	 ei n	 P e n dri n	 K n o c k o ut	 v or	 d er	

E nt wi c kl u n g	 ei n er	  H y p ert o ni e	 s c h üt zt.	 Di es e 	M ä us e	 h att e n	 ei n e	 h ö h er e	  N a + 	 u n d	 Cl -	

A u s s c h ei d u n g	 u n d	 d a d ur c h	 ei n e n	 ni e dri g er e n	 Bl ut dr u c k	 als	 di e	  Wil dt y p m ä us e 	 ( Ki m,	

P e c h	 et	 al.	 2 0 0 7) .	 Als	 Er kl är u n g	 f ür	 d e n	 ni e dri g er e n	 Bl ut dr u c k	  wir d	 z u m	 ei n e n	 di e	

er h ö ht e	 E x kr eti o n	 v o n	 N a + 	u n d	 Cl -	g e s e h e n,	 z u m	 a n d er e n	 a b er	 k o n nt e	 g e z ei gt	 w er d e n,	

d ass	 di e	 D el eti o n	 v o n	 P e n dri n	 di e	 F u n kti o n	 v o n	 E N a C	i n	 H a u pt z ell e n	 st ört.	 I n	 P e n dri n	

K n o c k o ut -M ä us e n	 w ar	 di e	 A kti vit ät	 v o n	 E N a C	 i m	 V er gl ei c h	 z u	  Wil dt y pti er e n	 d e utli c h	

r e d u zi ert	 ( P e c h,	 P h a m	 et	 al.	 2 0 1 0).	I nt er ess a nt er w eis e	 k o n nt e n	 ei ni g e	 St u di e n	 z ei g e n,	

d ass	 d as	 R A S	 a u c h	 ei n e n	 Ei nfl uss	 a uf	 P e n dri n	 h at.	 Es	 w ur d e	 b e wi es e n,	 d ass	 A n g	II	 di e	

E x pr essi o n	 v o n	 P e n dri n	 ü b er	 d e n	 A T 1 -R e z e pt or	 er h ö ht	 ( V erl a n d er,	 H o n g	 et	 al.	 20 1 1) .	

Ei n	 w eit er er	 As p e kt,	 d er	i n	 d er	 Lit er at ur	 b es c hri e b e n	ist,	 si n d	 di e	 dir e kt e n	 Eff e kt e	 d er	

Pr ost a gl a n di n e	 a uf	 d as	 S a m m elr o hr .	G u a n	 et	 al.	f a n d e n	 h er a us,	 d ass	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	

d ur c h	 di e	 A kti vi er u n g	 d es	 E P 1	 R e z e pt ors	i m	 S a m m elr o hr	 di e	 N a + 	A b s or pti o n	 v er hi n d ert 	

( G u a n,	 Z h a n g	 et	 al.	 1 9 9 8).	A u c h	 H e b ert	 u n d	 K oll e g e n	 z ei gt e n	 ei n e n	 dir e kt e n	 Eff e kt	 d er	

Pr ost a gl a n di n e	 a uf	 d as	 S a m m elr o hr .	 Si e	 k o n nt e n	 i n	 is oli ert e n	 S a m m elr o hr e pit h eli e n	

z ei g e n,	 d ass	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	 d e n	 tr a n s e pit h eli al e n	 N a + 	 Tr a n s p ort	 i m	 S a m m elr o hr	

d e utli c h	 r e d u zi ert 	 ( H e b ert,	 J a c o bs o n	 et	 al.	 1 9 9 3).	 G u e uti n	 et	 al.	 u nt ers u c ht e n	 i n	

M a us v ers u c h e n	 d e n	 g e n a u e n	  M e c h a nis m us,	  wi e	 di e	  N a + 	A b s or pti o n 	i m	 S a m m elr o hr	

r e d u zi ert	 wir d.	 Si e	st ellt e n	 di e	 V er m ut u n g	 a uf,	 d ass	 di e	 T y p	 B	 Z wis c h e n z ell e n	 er h ö ht e	

W er t e	 v o n	 N a Cl	i m	 dist al e n	 T u b ul us	 r e gistri er e n	 u n d	 als	 R e a kti o n	 d ar a uf	 di e	 S y nt h es e	

v o n	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	i nitii er e n	 k ö n n e n,	 s o	 d ass	 di e	 Pr ost a gl a n di n e	 ei n e	 v er m e hrt e	 N a+ 	

A b s or pti o n	 d ur c h	 di e	  H a u pt z ell e n	 v er hi n d er n .	 Pr ost a gl a n di n	 E2 	 s e n kt	 s o mit	 di e	

E x pr essi o n 	u n d	 F u n kti o n	 v o n	 E N a C	i n	 d e n	 H a u pt z ell e n	 ( G u e uti n,	 V all et	 et	 al.	 2 0 1 3).		



	
6 5 	

I nt er e s s a nt er w eis e	 k o n nt e n	  wir	 i n	 u ns er e n	  M a us v ers u c h e n	 h o h e	

Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n e n	 i m	  Uri n	 n a c h	 A n g	 II	 Sti m ul ati o n	 d et e kti er e n.	 I n	

i mm u n hist o c h e mis c h e n	 A n al ys e n	 a us	  M a us ni er e n	 h a b e n	  wir	 h er a us g ef u n d e n,	 d ass	

n a c h	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	 C O X -2	i n	 d e n	 Z wis c h e n z ell e n	 v or k o m mt.	 Wir	 v er m ut e n	 d a h er	

ei n e n	 dir e kt e n	 Eff e kt	 v o n	 A n g	 II,	 d e m	  H a u pt m et a b olit e n	 d es	 R A S,	 a uf	 di e	

Pr ost a gl a n di nfr eis et z u n g	i n	 d e n	 Z wis c h e n z ell e n	 d es	 S a m m elr o hrs.	 Hi er mit	 n e h m e n	 di e	

r e n al e n	 Z wis c h e n z ell e n	i m	 G e g e ns at z	 z u	i hr e n	 kl assis c h e n	 F u n kti o n e n	 ei n e	 z u n e h m e n d	

wi c hti g e	 B e d e ut u n g	i n	 d er	 Bl ut dr u c kr e g ul ati o n	 ei n. 	

	

4. 3  A n gi ot e n si n	II	 Si g n al w e g	i n	 M D C K	 A T 1	 Z ell e n	 	

G e kl e	 u n d	 W ü n s c h	 kl o ni ert e n	 z w ei	 st a bil e	 M D C K	 Z ellli ni e n,	 di e	 si e	i n	 Kl o n	 si e b e n	 u n d	

Kl o n	 elf 	u nt ers c hi e d e n.	 Kl o n	 si e b e n 	s pi e g elt	 H a u pt z ell e n	 d e s	 S a m m elr o hr es	 wi d er	 u n d	

Kl o n	 elf 	Z wis c h e n z ell e n.	 Di e	 Z ell e n	 u nt ers c h ei d e n	si c h	i n	i hr er	 M or p h ol o gi e	 u n d	i n	i hr e n	

F u n kti o n e n,	 s o	 s e z er ni er e n	 Z ell e n	 a us	 Kl o n	 elf 	Cl -	u n d	 Z ell e n	 a us	 Kl o n	 si e b e n 	e h er	 K + 	

( W u n s c h,	 G e kl e	 et	 al.	 1 9 9 5).	 W e g e n	 d er	 b es c hri e b e n e n	 Ei g e ns c h aft e n	 ei g n e n	 si c h	 di e	

M D C K	 Z ell e n	 Kl o n	 elf 	b es o n d ers	 g ut	f ür	 u ns er e	 E x p eri m e nt e,	 u m	 d e n	 A n g	II	 Si g n al w e g	i n	

r e n al e n	 Z wis c h e n z ell e n	 z u	 erf ors c h e n.		

D a	 di e	 A T 1 -R e z e pt or	 E x pr essi o n	 mit	 z u n e h m e n d er	 P ass a g e	 d er	 M D C K	 Z ell e n	 u nst et er	

w ar,	 e nts c hl oss e n	  wir	 u ns	 d a z u	 d e n	 R e z e pt or	 st a bil	 z u	 tr a ns d u zi er e n.	 N a c h 	 d er 	

erf ol gr ei c h e n	 Tr a ns d u kti o n	 d er	 M D C K	 Z ell e n	 m it	 d e m	 A T 1-R e z e pt or 	k o n nt e	 b er eits	i n	

erst e n	 z eit a b h ä n gi g e n	 Sti m ul ati o ns v ers u c h e n	  mit	 A n g	 II	 ei n e	 si g nifi k a nt	 h o h e	 C O X -2	

E x pr essi o n	 g e m ess e n	 w er d e n.	 D a mit	 k o n nt e n	 wir	 a uf	 z ell ul är er	 E b e n e	 z ei g e n,	 d ass	 A n g	

II	 ei ne	 C O X -2	 Fr eis et z u n g	 i n	  M D C K	A T 1	 Z ell e n	 b e wir kt.	 A n al o g	 z u	 d e m	 Er g e b nis	 d er	

Pr ot ei n a n al ys e	 k o n nt e n	  wir	 i n	 d e n	 Z ell m e di e n	 si g nifi k a nt	 er h ö ht e	

Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n e n	 i m	 E LI S A	 n a c h w eis e n 	 ( St e g b a u er,	 C h e n	 et	 al.	 2 0 1 7).	

Di es es	 st e ht	i m	 Ei n kl a n g	 z u 	V ers u c h e n	 mit	 i n n erm e d ull är e n	 S a m m elr o hr z ell e n	 (I M C D	 =	

i n n er	 m e d ull ar y	 c oll e cti n g	 d u ct)	a us	 R att e n .	 Hi er b ei	k o n nt e	 f est g est ellt	w er d e n,	 d ass	i n	

I M C D	 Z ell e n	 n a c h	 Sti m ul ati o n	 mit	 A d e n osi n	 5’ -T hi otri p h os p h at	 e b e nf alls	 er h ö ht e	

K o n z e ntr ati o n e n	 v o n	 Pr ost a gl a n di n	 E 2 	v or h a n d e n	  w ar e n.	  D ur c h	 Ei ns at z	 s o w o hl	 ei n es	

u ns p e zifis c h e n	 C O X	I n hi bit ors	 als	 a u c h 	ei n es	 s p e zifis c h e n	 C O X -2	 H e m m ers	 k o n nt e	 di e	
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Pr o st a gl a n di n e x pr essi o n	 si g nifi k a nt	 g es e n kt	  w er d e n 	 ( W el c h,	 C arls o n	 et	 al.	 2 0 0 3).	 In	

V ers u c h e n	  mit	 M D C K 	 Z ell e n 	 k o n nt e	 ei n e	 er h ö ht e	 Fr eis et z u n g	 d er	 Ar a c hi d o ns ä ur e	

h er a us g ef u n d e n	  w er d e n .	 B er eits	 i n	 d e n	 v o n	 Xi n g	 et	 al.	 v er öff e ntli c ht e n 	Er g e b niss e n	

w ur d e	 b es c hri e b e n ,	 d ass	f ür	 di e	 A kti vi er u n g	 d er	 v o n	 d er	 P h os p h oli p as e	 A2 	fr ei g e s et zt e n	

Ar a c hi d o ns ä ur e	 s o w o hl	 d er	 P K C	 als	 a u c h	 d er	 M A P -Ki n as e	 Si g n al w e g	 wi c hti g	 si n d 	( Xi n g,	

Fir est ei n	 et	 al.	 1 9 9 7) .	Wir	 v er m ut e n 	d a h er ,	 d ass	i n	 d e n	 M D C K	 Z ell e n	d er	 P K C	 a b h ä n gi g e	

Si g n al w e g 	f ür	 di e	 Fr eis et z u n g	 d er	 Pr ost a gl a n di n e	 e b e nf alls	 ei n e	 wi c hti g e	 R oll e	 s pi el e n	

wir d.	 Ä h nli c h	 k o n nt e n	 D uli n	 et.	 al.	 i n	 E pit h el z ell e n	 a us	 d e m	r e n al e n	 pr o xi m al e n	T u b ul us 	

z ei g e n ,	 d ass	 b ei	I n k u b ati o n	 d er	 Z ell e n	 mit	 A n g	II	 P h os p h oli p as e	 A2 	sti m uli ert	 w ur d e.	 Di e	

Fr eis et z u n g	 d er 	Ar a c hi d o ns ä ur e	 w ar	 a b h ä n gi g 	v o n	 P K C	 ( D uli n,	 Al e x a n d er	 et	 al.	 1 9 9 8).	

U m	 z u	 z ei g e n,	 d ass	 a u c h	 i n	 d e n	 M D C K	A T 1	 Z el l e n	d er	 kl assis c h e	 G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt e	

Si g n al w e g	 v o n	 A n g	 II	 a kti vi ert	  wir d,	 s et zt e n	  wir	 ei n e n	 s p e zifis c h e n	 P K C	 I n hi bit or,	

C al p h osti n	 C,	 ei n .	 Di e	 A n g	II	i n d u zi ert e	 C O X-2	 E x pr essi o n	 w ur d e	 d ur c h	 d e n	I n hi bit or	 st ar k	

si g nifi k a nt	r e d u zi ert.	D i e	I n hi biti o n	ist	in	 d er	 Pr ot ei n a n al ys e	 n a h e z u	 v ollst ä n di g ,	 d e n n	 di e	

i n hi bi ert e	 C O X-2	 E x pri mi er u n g	 ist	 i m	 V er gl ei c h	 z ur	  N e g ati v k o ntr oll e	  D M S O	 ni c ht	

si g nfi k a nt	 u nt ers c hi e dli c h.	 Wi e	 er w art et 	 d e c kt	 si c h	 u ns er	 Er g e b nis	  mit	 d e n	

E x p eri m e nt e n	 v o n	 D uli n	 et	 al.	 S o	 k o n nt e n 	wir	 d a mit	 b e w ei s e n ,	 d ass	 ei n	w es e ntli c h er	 T ei l	

d er	 C O X -2	 E x pr essi o n	 i n	 d e n	 M D C K	 A T 1	 Z ell e n	ü b er	 d e n	 P K C	 Si g n al w e g	 v er mitt elt 	wir d. 	

Di es es	 Er g e b nis	fi n d et	 si c h	 a u c h	i m	 E LI S A	 wi d er.	 Di e	 z u v or	 mit	 C al p h osti n	 C	i n hi bi ert e n	

M D C K	 A T 1	 Z ell e n	  wi es e n	 si g nifi k a nt	 er ni e dri gt e	 P r ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n e n	 i m	

M e di u m	 a uf .	Di e	 d ur c h	 C al p h osti n	 C	i n hi bi ert e	 Pr ost a gl a n di ns y nt h es e	ist	j e d o c h	 ni c ht	

v ollst ä n di g	 g e h e m mt,	 d a	 si e	 tr ot z	 I n hi biti o n	 i m	 V er gl ei c h	 z ur	  N e g ati v k o ntr oll e	  D M S O	

ei n e n	 si g nifi k a nt e n	 U nt ers c hi e d	 a uf w eist.	 S o mit	 bl ei bt 	int er ess a nt er w eis e	 ei n e	 g e wi s s e	

R estf u n kti o n	 d es	 A T 1 -R e z e pt ors	 ü bri g,	 di e	 ü b er	 a n d er e	 Si g n al w e g e	 als	 d e n	 P K C	

a b h ä n gi g e n	 v er mitt elt	s ei n	 m uss.	 	

I n	 d er	 Lit er at ur	 w ur d e	 g e z ei gt,	 d ass	 d er	 A T 1-R e z e pt or	 n e b e n	 d er	 Pr ot ei n ki n as e	 C	 a u c h	

ü b er	  M A P -Ki n as e n	 a kti vi ert	  w e r d e n	 k a n n.	 Di e	  M A P -Ki n as e	 p 3 8	  w ur d e	 i n	  m e hr er e n	

St u di e n	 i n	 V er bi n d u n g	 mit 	 d e m	 A n gi ot e nsi n	 II	 Si g n al w e g	 g es e h e n.	 S o	 z ei gt e n	

b eis pi els w eis e	 P ott h off	 et	 al.,	 d ass	 ei n e	 c hr o nis c h e	 p 3 8	 I n hi biti o n	 di e	 h y p ert e nsi v e n	

Eff e kt e	 v o n	 A n g	II	 a bs c h w ä c ht 	( P ott h off,	 St a m er	 et	 al.	 2 0 1 6).	U m	 z u	 pr üf e n,	 o b	 di e	 p 3 8	

M A P -Ki n as e	 s p e zi ell	i n	 d e n	 M D C K	 A T 1	 Z ell e n	 e b e nf alls	 a m	 Si g n al w e g	t eil ni m mt,	f ü hrt e n	
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wir	z u n ä c h st	 P h os p h or yli er u n gs v ers u c h e	 d ur c h	 u n d	 k o n nt e n	s e h e n,	 d ass	 p 3 8	 d ur c h 	A n g	

II	 Stim ul ati o n	 a kti vi ert	  wir d.	  U m	 r ü c ks c hli e ß e n d	 h er a us z ufi n d e n,	 o b 	 p 3 8	 a u c h	 i m	

dir e kt e n	 Z us a m m e n h a n g	  mit	 d er	 C O X -2	 E x pr essi o n	 st e ht,	 i n hi bi ert e n	  wir	 di e	  M A P -

Ki n as e	  mit	 ei n e m	 s el e kti v e n	 I n hi bit or,	 S B	 2 0 2 1 9 0.	  Di e	 C O X -2	 E x pr essi o n	  w ar	 a uf	

Pr ot ei n e b e n e	 st ar k	 si g nif i k a nt	 er ni e dri gt.	Di es es	 Er g e b nis	 k o n nt e n	 P h a m	 et	 al.	i n	i hr e n	

V ers u c h e n	 mit	i nt esti n al e n	 E pit h el z ell e n	 u n d	 a u c h	 O h n a k a	 et	 al.,	 di e	 ä h nli c h e	 V ers u c h e	

mit	 gl att e n	 G ef ä ß m us k el z ell e n	is oli ert	 a us	 R att e n	 d ur c hf ü hrt e n,	 e b e nf alls	 n a c h w eis e n	

( P h a m,	 C h o n g	 et	 al.	 2 0 0 8)	( O h n a k a,	 N u m a g u c hi	 et	 al.	 2 0 0 0).	Di e	 v o n	 u ns	 d ur c h g ef ü hrt e	

p 3 8	 I n hi biti o n	  w ar	 j e d o c h	 ni c ht	 v ollst ä n di g	 a us g e pr ä gt,	 d a	 di e	 i n hi bi ert e	 C O X -2	

E x pr essi o n	 i m	 V er gl ei c h	 z ur	 N e g ati v k o ntr oll e	 i n	 d er	 Pr ot ei n a n al ys e	 ei n e n	 s c h w a c h	

si g nifi k a nt e n	  U nt ers c hi e d	 a uf w eist.	 I m	 E LI S A	 f a n d e n	  wir	 h er a us,	 d ass	 d ur c h	 di e	

I n hi biti o n	 d er	 p 3 8	  M A P-Ki n as e	 di e	 Pr ost a gl a n di ns y nt h es e	 i n	 d e n	  M D C K	 A T 1	 Z ell e n	

si g nifi k a nt	 g e h e m mt	  w ur d e.	 D i e	 d ur c h	 S B	 2 0 2 1 90	 i n hi bi ert e	 S y nt h es e	 d er	

Pr ost a gl a n di n e 	w ar	i m	 V er gl ei c h	 z ur	 N e g ati v k o ntr oll e	 v ollst ä n di g 	g e h e m mt ,	 s o	 d ass	 wir	

d ar a us	 s c hli e ß e n,	 d ass	 p 3 8	 i m	 A n g	 II	 v er mitt elt e n	 Si g n al w e g	 ei n e	 b e d e ut e n d e	 R oll e	

s pi elt.	 Z us a m m e nf ass e n d	 k o n nt e n	 wir	di e	 A T 1 -R e z e pt or	 g e k o p p elt e	 A kti vi er u n g	 v o n	 p 3 8	

i n	 M D C K	 A T 1	 Z ell e n	 z ei g e n.		

Ei n e	 w eit er e	 a usf ü hrli c h 	b es c hri e b e n e	 M A P -Ki n as e ,	 di e	i n	 Z us a m m e n h a n g	 mit	 d e m	 A n g	

II	 v er mitt elt e n	 Si g n al w e g	 st e ht,	 ist	 E R K	 1/ 2.	 A kti vi er u n gs m ö gli c h k eit e n	 f ür	 E R K	 si n d	

s o w o hl	  G -Pr ot ei n	 v er mitt elt,	 als	 a u c h	  G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g	 ( W ei,	 A h n	 et	 al.	 2 0 0 3).	

U n s er e	 P h os p h or yli er u n gs v ers u c h e	z ei gt e n,	 d ass	 b ei	 A n g	II	 Sti m ul ati o n	 d er	 M D C K	 Z ell e n	

E R K	 a kti vi ert	  wir d.	 B ei	 Ei ns at z	 ei n es	 s p e zifis c h e n	 M E K -I n hi bit ors,	 P D	 9 8 0 5 9,	 k a m	 es	

i nt er ess a nt er w eis e	 ni c ht	 z u	 ei n er	 R e d u kti o n	 d er	 C O X-2	 E x pr essi o n.	 Vi el m e hr	 w ur d e 	di e	

C O X -2	 Fr eis et z u n g	st ar k	si g nifi k a nt	 er h ö ht.	 I n	 ei n er	 St u di e	 mit	i nt esti n al e n	 E pit h el z ell e n,	

di e	 mit	 A n g	II	 u n d	 E G F	 sti m uli ert	 w ur d e n,	 k o n nt e	 b ei	 Ei ns at z	 v o n	 P D	 9 8 0 5 9	 a u c h	 k ei n e	

I n hi biti o n	 d er	 C O X-2	 E x pr essi o n	 f est g est ellt	  w er d e n.	  O b	 ei n e	 St ei g er u n g	 d er	 C O X-2	

Fr eis et z u n g	z u	 b e o b a c ht e n	 w ar,	 w ur d e 	ni c ht	 b es c hri e b e n 	( P h a m,	 C h o n g	 et	 al.	 2 0 0 8).	U m	

di e	 B e d e ut u n g	 d er	 M A P -Ki n as e n	 p 3 8	 u n d	 E R K 	g e n a u er	z u	 u nt ers u c h e n,	f ü hrt e n	 wir	 ei n e	

gl ei c h z eiti g e	 I n k u b ati o n	 d er	  M D C K	 A T 1	 Z ell e n	  mit	 b ei d e n	 I n hi bit or e n	 d ur c h.	 B ei	

si m ult a n er	I n hi biti o n	 v o n	 E R K	 u n d	 p 3 8,	 di e	 a u c h	 v o n	 P h a m	 et	 al.	 d ur c h g ef ü hrt	 w ur d e,	

k o n nt e 	di e	 C O X -2	 E x pr essi o n	  wi e d er	 g e h e m mt 	w er d e n ,	s o	 d ass	  wir	 d a v o n	 a us g e h e n ,	
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d a s s	 di e	 M A P -Ki n as e	 p 3 8	 ei n e	st är k er e	 R oll e	i m	 A n g	II	 v er mitt elt e n	 Si g n al w e g	 ei n ni m mt .	

Di e	 g e h e m mt e	 C O X -2	 E x pr essi o n	 w ar	i m	 V er gl ei c h	z ur	 N e g ati v k o ntr oll e	 ni c ht	si g nifi k a nt	

u nt ers c hi e dli c h ,	 w el c h es	di e	 B e d e ut u n g	 v o n	 p 3 8	 n o c h m als 	u nt erst üt zt.	 	

Di e	 M A P -Ki n as e	 p 3 8	 wir d	 z u m	 ei n e n	 dir e kt	 ü b er	 d e n	 A T 1 -R e z e pt or	 a kti vi ert.	 Z us ät zli c h	

gi bt	 es	 a u c h	 ei n e	 i n dir e kt e	 A kti vi er u n gs m ö gli c h k eit	 ü b er	 di e	 Bil d u n g	 v o n	 R O S .	 Di es e	

w er d e n	 als	  wi c hti g e	 Si g n al m ol e k ül e	 f ür	 di e	 V er mittl u n g	 d es	  G ef ä ßt o n us	 u n d	 f ür	 di e	

R e g ul ati o n	 v o n	 Z ell w a c hst u m	 u n d	 – diff er e n zi er u n g	 g es e h e n.	 A u c h	 mit	 d er	 E nt wi c kl u n g	

v o n	 G ef ä ß e nt z ü n d u n g	 u n d	 H y p ert o ni e	 w er d e n	 R O S	i n	 V er bi n d u n g	 g e br a c ht	 ( Gri e n dli n g,	

S or es c u	 et	 al.	 2 0 0 0) .	I n	 gl att e n	 G ef ä ß m us k el z ell e n	 k o n nt e	 h er a us g ef u n d e n	 w er d e n,	 d ass	

d ur c h	 Sti m ul ati o n	 d er	 Z ell e n	 mit	 A n g	II	 R O S	 g e bil d et	 w er d e n.	 Di es e	 w ur d e n	 v o n	 d er	i n	

d er 	Z ell m e m br a n	 b efi n dli c h e n	 N A D P H -O xi d as e	 g e n eri ert 	( S es hi a h,	 W e b er	 et	 al.	 2 0 0 2).	

B ar bi eri	 et	 al.	 k o n nt e n	 ei n e n	 Z us a m m e n h a n g	 z wis c h e n	 R O S	 u n d	 d er	 C O X -2	I n d u kti o n	i n	

M o n o z yt e n	 z ei g e n.	 Di e	 C O X -2	 E x pr essi o n	 w ur d e	 d ur c h	 R O S	I n d u kt or e n	 g est ei g ert	 u n d	

d ur c h	  N A D P H	  O xi d as e	 I n hi bit or e n	 r e d u zi ert	 ( B ar bi eri,	 Eli gi ni	 et	 al.	 2 0 0 3).	  U m	 di es e n	

K o nt e xt	 z u	 ü b er pr üf e n,	 s et zt e n	  wir	 A p o c y ni n	 i n	 d e n	  M D C K	 A T 1	 Z ell e n	 ei n	 u n d	

u nt ers u c ht e n	 di e	 C O X -2	 E x pr essi o n .	  Hi er b ei	 h a n d elt	 es	 si c h	 u m	 ei n e n	 I n hi bit or	 d er	

N A D P H	 O xi d as e.	 B ei	 V ori n k u b ati o n	 d er	 Z ell e n	 mit	 A p o c y ni n 	k o n nt e n	 wir	i n	 d e n	 M D C K	

A T 1	 Z ell e n	 ei n e	 si g nifi k a nt	 r e d u zi ert e	 C O X -2	 E x pr essi o n	 b e o b a c ht e n.	 Di e	I n hi biti o n	ist	

ni c ht	 v ollst ä n di g	 a us g e pr ä gt,	 d e n n	 d i e	 C O X-2	 E x pr essi o n	 ist	 tr ot z 	V or b e h a n dl u n g	  mit	

A p o c y ni n	 i m	 V er gl ei c h	 z ur	  N e g ati v k o ntr oll e	 si g nifi k a nt	 u nt ers c hi e dli c h.	 Z ur	  w eit er e n	

A n al ys e	 w är e n	 a u c h	 a n d er e	 N A D P H	 O xi d as e	 H e m m er,	 wi e	 T e m p ol,	 g e ei g n et	 g e w es e n.	

U m	 d e n	 g e n a u e n	 Z us a m m e n h a n g	 z wis c h e n	 R O S	 u n d	 d er	 A kti vi er u n g	 v o n	 p 3 8	 z u	

u nt ers u c h e n ,	 k ö n nt e	i n	 w eit er e n	 E x p eri m e nt e n	 g e pr üft	 w er d e n,	 o b	 d ur c h	 d e n	 Ei ns at z	

v o n	 R O S	I n d u kt or e n	i n	 d e n	 M D C K	 A T 1	 Z ell e n	 di e	 M A P -Ki n as e	 p 3 8	 p h os p h or yli ert	 wir d.	

D ar a uf	 f ol g e n d	 k ö n nt e	 u nt ers u c ht	  w er d e n,	 o b	 si c h	 di es e	 A kti vi er u n g	 v o n	 p 3 8	 d ur c h	

N A D P H	 O xi d as e	I n hi bit or e n	 h e m m e n	l ässt.	 	

	



	
6 9 	

4. 4  A n gi ot e n si n	 II	 a kti vi ert	 i n	  M D C K	 ∆ 3 1 9	 Z ell e n	 d e n	 ß -Arr e sti n	

v er mitt elt e n	 Si g n al w e g 	

N e b e n	 d e m	 kl assis c h e n	 G -Pr ot ei n	 v er mitt elt e n	 Si g n al w e g	 gi bt	 es	 a u c h	 ei n e 	M ö gli c h k eit	

d e n	 A T 1 -R e z e pt or	 ü b er	 ß -Arr esti n	 z u	 a kti vi er e n.	 Z a hlr ei c h e	 St u di e n	 h a b e n	 E x p eri m e nt e	

mit	  m uti ert e n	 A T 1 -R e z e pt or e n	 d ur c h g ef ü hrt,	 u m	 di es e s 	 P h ä n o m e n 	 n ä h er	 z u	

b el e u c ht e n.	 S o	 k o n nt e n	  W ei	 et	 al.	 i n	  H E K-Z ell e n	 z ei g e n ,	 d ass	 f ür	 di e	 Bi n d u n g	 d er	  G-

Pr ot ei n e	 a n	 d e n	 R e z e pt or	 ei n e	 A S	  D o m ä n e	 i m	 z w eit e n	 i ntr a z ell ul är e n	 A bs c h nitt	 d es	

R e z e pt ors	 b es o n d ers	 wi c hti g	ist.	 Ei n e	 M ut ati o n	i n	 di es e m	 B er ei c h	f ü hrt	 d a z u,	 d ass	 di e	

G -Pr ot ei n	 v er mitt elt e	 Si g n al k as k a d e	 ni c ht	 st attfi n d e n	 k a n n.	 D e n n o c h 	 k o n nt e n	 si e 	

z ei g e n ,	 d ass	 G F P-m ar ki ert es	 ß -Arr esti n	r e kr uti ert	 wir d,	 w e n n	 d er	 m uti ert e	 R e z e pt or	 ei n e	

Sti m ul ati o n	 d ur c h	 A n g	II	 erf ä hrt .	I n	 ei n e m	 w eit er e n	 S c hritt	f a n d e n	 si e	 h er a us,	 d ass	 b ei	

Sti m ul ati o n	 d es	 m uti ert e n	 R e z e pt ors	 E R K	 a kti vi ert	 wir d. 	D a mit	 k o n nt e n	 si e	 b e w eis e n,	

d ass	 ß -Arr esti n	  M A P -Ki n as e n	 a kti vi er e n	 k a n n.	 S o mit	 f a n d	 i n	 d e n	  H E K -Z ell e n	  mit	 d e m	

m uti ert e n	 R e z e pt or	 ei n e	  G -Pr ot ei n 	u n a b h ä n gi g e	 Si g n al k as k a d e	 st att .	( W ei,	 A h n	 et	 al.	

2 0 0 3) .		

U m	 di e	  G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g e	 Si g n al k as k a d e	 s o wi e	 ei n e n	  m ö gli c h e n	 Ei nfl u s s	 v o n	 ß -

Arr est i n	 a uf	 d e n	 A n gi ot e nsi n	II	 Si g n al w e g	i n	 d e n	 M D C K	 Z ell e n	g e n a u er	 z u	 u nt ers u c h e n,	

tr a ns d u zi ert e n	 wir	i n	 di e	 M D C K	 Z ell e n	ei n e n	 m uti ert e n	 A T 1 -R e z e pt or	 ∆ 3 1 9,	 b ei	 d e m	 d er	

c yt os olis c h e	 A nt eil	 d es	 R e z e pt ors	 a b	 d er	 A S	 3 1 9	f e hlt.	 Di e	 A S	 S e q u e n z	 v o n	 T 3 3 2	 bis	 S 3 3 8	

ist	v er a nt w orli c h	f ür	 di e	 A n g	II	 v er mitt elt e	 P h os p h or yli er u n g	 d es	 R e z e pt os	s o wi e	f ür	 di e	

Bi n d u n g	 v o n	 ß -Arr esti n 	 ( T h o m as	 a n d	  Qi a n	 2 0 0 3).	 D ur c h	 di e	 i n k o m pl ett e	

R e z e pt orstr u kt ur	 er w art e n	 wir	 U nt ers c hi e d e	 i n	 d er	Si g n al k as k a d e	 d er	 A n g	II	i n d u zi ert e n	

C O X -2	 E x pr essi o n,	 d a	  wir	 d a v o n	 a us g e h e n,	 d ass	  wi c hti g e	 Bi n d u n gsstr u kt ur e n	 a m	

m uti ert e n	 A T 1 -R e z e pt or	 f e hl e n.		

B ei	 erst e n	 z eit a b h ä n gi g e n	 Sti m ul ati o ns v ers u c h e n	 mit	 A n g	II	 i n	 d e n	 M D C K	∆ 3 1 9	 Z ell e n	

k o n nt e n	  wir	 s e h e n,	 d ass	 es	 z u	 ei n er	 si g nifi k a nt	 h o h e n	 C O X -2	 E x pr essi o n	 i n	 d er	

Pr ot ei n a n al ys e	 k a m.	 D a mit	 k o n nt e n	 wir	 z ei g e n,	 d ass	 d ur c h	 Sti m ul ati o n	 d es	 m uti ert e n	

A T 1 -R e z e pt ors	 ∆ 3 1 9	 di e	 A n g	II	 v er mitt elt e	 Si g n al k as k a d e	 a kti vi ert	 wir d 	u n d	 d er	 m uti ert e	

R e z e pt or	 tr ot z	 i n k o m pl ett er	 Str u kt ur	 f u n kti o nsf ä hi g	 ist.	 N u n	 k a m e n	 di e	 gl ei c h e n	

I n hi bit or e n	wi e	 a us	 d e n	 V ers u c h e n	 mit	 d e n	 M D C K	 A T 1	 Z ell e n	 z u m	 Ei ns at z,	 u m	i n	 ei n e m	
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dir e kt e n	 V er gl ei c h	 h er a usfi n d e n	z u	 k ö n n e n,	 w el c h er	 Si g n al w e g	i n	 d e n	 M D C K	 ∆ 3 1 9	 Z ell e n	

ü b e r wi e gt.	 Z u n ä c hst	 u nt ers u c ht e n	  wir	 d e n	  G -Pr ot ei n	 a b h ä n gi g e n	 Si g n al w e g.	 B ei	

V ori n k u b ati o n	 d er	 Z ell e n	 mit	 d e m	s el e kti v e n	 P K C	I n hi bit or	 C al p h osti n	 C	z ei gt e	si c h	i n	 d er	

Pr ot ei n a n al ys e,	 d ass	 es	 ni c ht	 z u	 ei n er	I n hi biti o n	 d er	 C O X -2	 E x pr essi o n	 i m	 V er gl ei c h	 z u	

all ei ni g e n	 Sti m ul ati o n	 mit	 A n g	II	 k a m.	 D a mit	 b e wi es e n 	wir,	 d ass	 d ur c h	 d e n	f e hl e n d e n	

c yt os olis c h e n	 T eil	 d es	 A T 1 -R e z e pt ors	  wi c hti g e	 Bi n d u n gs str u kt ur e n	 f ür	 di e	  G-Pr ot ei n e	

f e hl e n.	 Hi er	  wi d ers pri c ht	 u ns er	 Er g e b nis	 d e m	 v o n	  W ei	 et	 al. ,	 di e	 di e	 e nts c h ei d e n e n	

Bi n d u n gsstr u kt ur e n	 f ür	 di e	  G -Pr ot ei n e	 i m	 z w eit e n	 i ntr a z ell ul är e n	 A bs c h nitt	 d es	 A T 1 -

R e z e pt ors	 f a n d e n.	 Tr ot z d e m	k o n nt e n	 wir	 d a mit	 z ei g e n,	 d ass 	di e	 Si g n al k as k a d e 	i n	 d e n	

M D C K	 ∆ 3 1 9	 Z ell e n	 ni c ht	 ü b er	 di e	 G -Pr ot ei n e	 u n d	 s o mit	 ü b er	 P K C	 v er mitt e lt	 s ei n	 k a n n,	

w eil	 di e	I n hi biti o n	 d er	 Pr ot ei n ki n as e	 C	 ni c ht	 z u	 ei n er	 R e d u kti o n	 d er	 C O X -2	 E x pr essi o n	

f ü hrt e.	Di es es	 Er g e b nis	 er kl ärt	 z u d e m	 a u c h	 di e	 R estf u n kti o n	 d es 	A T 1 -R e z e pt ors	i n	 d e n	

M D C K	 A T 1	 Z ell e n	 b ei	 P K C	 I n hi biti o n.	  Di e	 ni c ht	 v ollst ä n di g	 s u p pri mi ert e	

Pr ost a gl a n di n k o n z e ntr ati o n	i m	 E LI S A	 d e ut et 	ei n e n	 z us ät zli c h e n	 Si g n al w e g	 a n ,	 d e n	 wir	

mit hilf e	 d es	  m uti ert e n	 A T 1 -R e z e pt ors	 g e n a u er	 s p e zifi zi er e n	 k o n nt e n.	 A uf gr u n d	 d e r	

f e hl e n d e n	 R e d u kti o n	 d er	 C O X-2	 E x pr essi o n	 b ei	 P K C	 I n hi bti o n	 d er	  M D C K	 ∆ 3 1 9	 Z ell e n	

k o n nt e n 	wir	 s o	d e n	 G -Pr ot ei n	 a b h ä n gi g e n	 Si g n al w e g	 a us s c hli e ß e n 	u n d	 s c hl ussf ol g ert e n,	

d ass	 es	 b ei	 b ei d e n	 A T 1 -R e z e pt or v ari a nt e n	 ei n e	  G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g e	 A kti vi er u n g	

g e b e n	 m u ss. 	U m	 d e m	 n a c h z u g e h e n ,	i n hi bi ert e n	 wir	a ls	n ä c hst es 	di e	 M A P -Ki n as e n	 p 3 8	

u n d	 E R K	 i n	 d e n	  M D C K	 ∆ 3 1 9	 Z ell e n .	 I n	 d er	 Lit er at ur	 ist	 b es c hri e b e n,	 d ass	 di e	  M A P-

Ki n as e n	 d u c h	 ß -Arr esti n	 u n d	 s o mit	 G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g	 a kti vi ert	 w er d e n 	k ö n n e n .	B ei	

d er	 I n hi biti o n 	 v o n	 p 3 8	 k o n nt e n	 wir	 f estst ell e n,	 d ass	 di e	 C O X -2	 E x pr essi o n	 st ar k	

si g nifi k a n t	 er ni e dri gt	w ar .	B ei	I n k u b ati o n	 d er	 M D C K	 ∆ 3 1 9	 Z ell e n	 mit	 ei n e m 	s el e kti v e n	

M E K	 I n hi bit or, 	er hi elt e n	 wir	 ei n	 ä h nli c h es	 Er g e b nis	  wi e	 i n	 d e n	  M D C K	 A T 1	 Z ell e n.	  Di e	

C O X -2	 E x pr essi o n	 w ar	 st ar k	 si g nifi k a nt	 er h ö ht.	 U m	 h er a us z ufi n d e n,	 w el c h e	 d er	 b ei d e n	

M A P -Ki n as e n	 e i n e n	 st är k er e n	 Ei nfl uss	 a uf	 di e	 C O X-2	 E x pri mi er u n g	 a us ü bt,	i n hi bi ert e n	

wir	 a u c h	 hi er	 di e	 M D C K	 ∆ 3 1 9	 si m ult a n	 mit	 S B	 2 0 2 1 9 0	 u n d	 P D	 9 8 0 5 9.	 B ei	 gl ei c h z eit i g er	

I n k u b ati o n	 d er	 I n hi bit or e n	 w ur d e	 di e	 C O X -2	 E x pr essi o n	 st ar k	 si g nifi k a nt	 g e h e m mt.	

D a d ur c h	 k o n nt e n	 wir	 z ei g e n,	 d ass	 a u c h	i n	 d e n	 M D C K 	∆ 3 1 9	 Z ell e n	 mit	 d e m	 m uti ert e n	

R e z e pt or	 di e	 M A P -Ki n as e	 p 3 8	 ei n e	 gr ö ß er e	 R oll e	 ei n ni m mt	 als	 E R K.	 Z us a m m e nf ass e n d	

b e wi es e n	 wir	 hi er mit ,	 d ass	 d er	m uti ert e	 A T 1 -R e z e pt or	 G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g	 ü b er	 d e n	

M A P -Ki n as e	 Si g n al w e g	 a kti vi ert	  w er d e n	 k a n n.	 T h o m as	 et.	 al.	 k o n nt e n	 z ei g e n ,	 d ass	 ß-
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Arr e sti n	 a n	 d e n	  m uti ert e n	 R e z e pt or	  mit	 f e hl e n d e m	 c yt o pl as m atis c h e n	 A nt eil	 ni c ht	

bi n d e n	 k a n n,	 s o	 d ass	 di e 	A kti vi er u n g	 d er	 A n g	II	 Si g n al k as k a d e	 i n	 d e n	 M D C K	 Z ell e n	 ni c ht	

ü b er	 ei n e	 dir e kt e	 Bi n d u n g	 v o n	 ß -Arr esti n	 a n	 d e n	 m uti ert e n	 A T 1 -R e z e pt or 	z u	 er kl är e n	ist 	

( T h o m as	 a n d	 Qi a n	 2 0 0 3).	 Ei n e	R e z e pt or	 u n a b h ä n gi g e	 R e kr uti er u n g	 d er	 M A P -Ki n as e n,	

di e	 v o n	 S h a h	 et	 al.	 b es c hri e b e n	 w ur d e ,	k a n n	 als	 Er kl är u n gs a ns at z	 h er a n g e z o g e n	 w er d e n. 	

I n	 Sti m ul ati o ns v ers u c h e n	 mit	 d e m	 A T 1	 Wil dt y pr e z e pt or	 u n d	 ei n e m	 m uti ert e n	 A T 1	Δ 3 3 5 	

R e z e pt or	 k o n nt e n	 si e	 f estst ell e n,	 d ass	d er	  m uti ert e	 R e z e pt or	 ni c ht	 i nt er n alisi ert	  wir d	

u n d	 ß -Arr esti n	 ni c ht	 bi n d e n	 k a n n.	 D e n n o c h	 w ur d e	 di e	 M A P -Ki n as e	 E R K	 a kti vi ert 	( S h a h,	

Al b ert o	 Oli v ar es -R e y es	 et	 al.	 2 0 0 2) .	D e m n a c h	 w er d e n	 ü b er	 di e	 S c aff ol d	 Wir k u n g	 v o n	 ß -

Arr esti n ,	 di e	 a u c h	 v o n	 L uttr el	 et	 al.	 g e z ei gt	 w ur d e	( L uttr ell,	 R o u d a b us h	 et	 al.	 2 0 0 1),	tr ot z	

f e hl e n d e m	 c yt o pl as m atis c h e n	 A nt eil	d es	 A T 1	 R e z e pt ors 	M A P -Ki n as e n 	r e kr uti ert	 u n d	s o	

di e	 A n g	 II	 v er mitt elt e	 Si g n al k as k a d e 	 er m ö gli c ht ,	 di e	 l et zt e n dli c h	 z ur	 Bil d u n g	 d er	

n atri ur etis c h	 wir k e n d e n	 Pr ost a gl a n di n e	f ü hrt.	 	
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5  S c hl u s sf ol g er u n g e n 	

Di e	 z u gr u n d eli e g e n d e	 Ar b eit	 s pi e g elt	 d as	 k o m pl e x e	 V er h ält nis	 d er	 Bl ut dr u c kr e g ul ati o n	

wi d er.	 Di e	 Pr ost a gl a n di nfr eis et z u n g	i m	 Uri n	 v o n	 M ä us e n	 n a c h	 A n g	II	I nf usi o n	 st ellt	 ei n e	

n e u e	 B e d e ut u n g	 d er	 A n g	 II	 v er mitt elt e n	 Eff e kt e	 d a r.	 D as	 n atri ur etis c h	  wir k e n d e	

Pr ost a gl a n di n	 E 2 	 k a n n 	 d ur c h	 di e	 k o ns e k uti v 	 g est ei g ert e	  Di ur es e ,	 b e di n gt	 d ur c h	 di e	

os m otis c h e n	 Ei g e ns c h aft e n	 d es	  N atri u ms ,	 di e	 h y p ert e nsi v e n	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	 II	

a bs c h w ä c h e n	 u n d 	 s o	 Ei nfl uss	 a uf 	 di e	 Bl ut dr u c kr e g ul ati o n	 d es	 K ör p ers 	 n e h m e n.	 Di e	

Fr eis et z u n g	 d er	 Pr ost a gl a n di n e	 wir d	 ü b er	 A kti vi er u n g	 d es	 C O X	 2	 M e c h a nis m us	 b e wir kt.	

C O X	 2	 k o n nt e	i n	 d e n	 Z wis c h e n z ell e n	 d es	 S a m m elr o hr es	 v o n	 A n g	II	 b e h a n d elt e n	 M ä us e n	

l o k alisi ert	 w er d e n.	Di es e	 Wir k u n g	 v o n	 A n g	II	 w ur d e	i n	 Z ell k ult ur	 n a c h	 Tr a ns d u kti o n	 d es	

A T 1 -R e z e pt ors	 g e n a u er	 u nt ers u c ht.	 Hi er	 s c hi e n	 d i e	A n g	II	i n d u zi ert e	 C O X -2	 Fr eis et z u n g	

i n	 d e n	 Z ell k ult ur v ers u c h e n	 z u n ä c hst	 all ei n	 ü b er	 ei n e	  G -Pr ot ei n	 g e k o p p elt e	

Si g n altr a ns d u kti o n	 v er mitt elt	 z u	 s ei n.	 J e d o c h	 w ar	 di e	 P K C	I n hi biti o n	 u n v ollst ä n di g	 u n d	

z ei gt e	i m	 E LI S A	 ei n e	 R estf u n kti o n	 a uf ,	 s o	 d ass	 wir	 d ur c h	 V ers u c h e	 mit	 ei n e m	 m uti ert e n	

A T 1 -R e z e pt ors	 ei n e n	 G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g e n	 Si g n al w e g ,	 d er	 v er m utli c h	 ü b er	 ß-Arr esti n	

a kti vi ert	  wir d, 	 u nt ers u c ht e n. 	 D e m	  m uti ert e n	 A T 1 -R e z e pt or	 f e hlt	 a b	 d er	 A S	 3 1 9	 d er	

c yt os olis c h e	 A nt eil	 d es	 S c h w a n z es,	 s o	 d ass	 G -Pr ot ei n e	 ni c ht	 bi n d e n	 k o n nt e n.	 D e n n o c h	

k o m mt	 es	 z u	 ei n er	 C O X -2	 Fr eis et z u n g, 	w el c h e	 d ur c h	 di e	 M A P -Ki n as e 	p 3 8	 b e wir kt	 wir d.	

Hi er b ei	 k o n nt e n	  wir	 z ei g e n,	 d ass	 ü b er	 ei n e	  G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g e	  M A P -Ki n as e n	

R e kr uti er u n g	 di e	i ntr a z ell ul är e	 Si g n al k as k a d e	 v er mitt elt	 wir d. 	I n	 d er	Lit er at ur	 wir d	 g e n a u	

di es e	 Ei g e ns c h aft	 ß -Arr esti n	 z u g es c hri e b e n.	 S o mit 	k o n nt e n	 di e 	E x p eri m e nt e	  mit	 z w ei	

A T 1 -R e z e pt or	 V ari a nt e n	 i n	 d e n	  M D C K	 Z ell e n	 b e w ei s e n,	 d ass	 es	 ei n e 	 G -Pr ot ei n	

g e k o p p elt e	 u n d	 ei n e 	 G -Pr ot ei n	 u n a b h ä n gi g e	 A kti vi er u n g s m ö gli c h k eit	 d er	 C O X -2	

E x pr essi o n	 gi bt. 	 Di e	 Er g e b niss e	 w ar e n	 st a bil	 r e pr o d u zi er b ar,	 s o d ass	 m a n	 d ar a us	

s c hli e ß e n	 k o n nt e,	 d ass	 di e	 M D C K	 Z ell e n	 A T 1 -R e z e pt or	 a b h ä n gi g	 si n d.	 D es w e g e n	ist	 es	

n a h eli e g e n d,	 d ass	i n	 d e n	 M a us v ers u c h e n	 d i e	 Pr ost a gl a n di n a uss c h ütt u n g	i m	 Uri n	 n a c h	

A n g	 II	 I nf usi o n	 e b e nf alls	 ü b er	 d e n	 A T 1 -R e z e pt or	 v er mitt elt	  w er d e n.	  D er	 A n g	 II	

v er mitt elt e	 Si g n al w e g	 i n	 d e n	 M D C K	 Z ell e n	wir d	 a n h a n d	 d er	 d ur c h g ef ü hrt e n	 V ers u c h e	 i n	

f ol g e n d er	 A b bil d u n g	s c h e m atis c h	 d ar g est ellt.		
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A b b. 	 3 0 :	 A n g	 II	 i n d u zi ert e	  A T 1 -R e z e pt or	  A kti vi er u n g	  mit	 G -Pr ot ei n	 a b h ä n gi g e r	 u n d	  G -Pr o t ei n	
u n a b h ä n gi g e r	 Si g n altr a n s d u kti o n	 i n	  M D C K	 Z ell e n,	  w el c h e	 ü b er	 ei n e 	 C O X -2	 E x pr e s si o n 	 z ur	
Pr o st a gl a n di nfr ei s et z u n g 	f ü hrt.	D ar g e st ellt	si n d	 a u c h	 di e	 ei n g e s et zt e n	I n hi bit or e n. 	A b bil d u n g	 a n h a n d	 d er	
Er g e b ni s s e	 s el b st	 er st ellt. 	

Di e	 z w ei	 u nt ers c hi e dli c h e n	 A kti vi er u n gs m ö gli c h k eit e n	 n a c h 	R e z e pt ors ti m ul ati o n	 d ur c h	

A n g	II 	n e h m e n	 ei n e	 e nts c h ei d e n d e	 B e d e ut u n g	 ei n .	Wir	 k o n nt e n	 z ei g e n,	 d ass	 d ur c h	 A n g	

II	 Sti mul ati o n	 bl ut dr u c k s e n k e n d e	 Pr ost a gl a n di n e	 a us g es c h ütt et	 w er d e n.	 D ur c h	 Ei ns at z	

v o n	 b eis pi els w eis e	 A n gi ot e nsi n	 R e z e pt or	 A nt a g o nist e n	  wir d	 di e	 v as o k o nstri kt oris c h e	

Wir k u n g	 v o n	 A n g	II	 g e h e m mt	 u n d	 d a mit	 d er	 Bl ut dr u c k	 g es e n kt.	 D ur c h	I n hi biti o n	 d es	 A n g	

II	 Si g n al w e g es	 f ällt	 j e d o c h	 a u c h	 d er	 p ositi v e	 Eff e kt	 d er	 v o n	 A n g	 II	 pr o d u zi ert e n	

Pr ost a gl a n di n e	 w e g,	s o d ass	 es	 w ü ns c h e ns w ert	 w är e,	 d e n	 A n g	II	 Si g n al w e g 	n ur	t eil w eis e	

z u	 bl o c ki er e n	 b e zi e h u n gs w eis e 	z u	 a kti vi er e n.	 S o	 g e n a n nt e	 bi as e d	 a g o nists 	si n d	 d a z u	 i n	

d er	 L a g e ,	 ei n e n	 Si g n al w e g	 s el e kti v	 z u	 a kti vi er en,	  w el c h es	 v er m utli c h	 ei n e n	

t h er a p e utis c h e n	 V ort eil	 d arst ell e n	 k a n n.	 S ar 1 ,	 Il e4 ,	 Il e8 	 A n g	 II	 ( SII)	 u n d 	 S ar 1 ,	  D-Al a 8 	

( T R V 1 2 0 0 2 7)	a kti vi er e n	 ü b er	 d e n	 A T 1 -R e z e pt or	 d e n	 ß -Arr esti n	 v er mitt elt e n	 Si g n al w e g 	

u n d	 bl o c ki er e n	 d e n	  G -Pr ot ei n	 a b h ä n gi g e n	  W e g ,	 ü b er	 d e n	 b eis pi els w eis e	

V as o k o nstri kti o n	 u n d	  H y p ertr o p hi e	 v er mitt elt	  w er d e n.	 K ar di o pr ot e kti v e	 Eff e kt e 	 wi e	

Z ell mi gr ati o n,	 R e g uli er u n g	 d er	 K o ntr a ktilit ät	 u n d	 Ü b erl e b e n	 v o n	 M y o z yt e n,	 w ur d e n	i n	

Pr ost a gl a n di n e	

C O X -2

A T 1 -R

A n g	II

A T 1	 ∆ 3 1 9

A n g	II

P K C

ß -Arr e sti n

M A PM A P

E R KE R K p 3 8p 3 8

C al p h o sti n C

S B	 2 0 2 1 9 0

P D	 9 8 0 5 9	 ?
P D	 9 8 0 5 9	 ?

P K C

R O S

A p o c y ni n
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V er bi n d u n g	  mit	 d e m	 ß -Arr esti n	 a b h ä n gi g e n	 Si g n al w e g	 d es	 A T 1	 R e z e pt ors	 g es e h e n 	

( A pli n,	 C hrist e ns e n	 et	 al.	 2 0 0 8).	D ur c h	 Bl o c ki er u n g	 d er	 G -Pr ot ei n	 a b h ä n gi g e n	 Eff e kt e	 b ei	

gl ei c h z eit i g er	 F ör d er u n g	 d er	 v ort eil h aft e n	 ß-Arr esti n	 v er mitt elt e n	 Eff e kt e	 k ö n nt e n	 di e	

bi as e d	 a g o nists 	 ei n e	 b ess er e	  Wir ks a m k eit	 u n d	  w e ni g er	  N e b e n wir k u n g e n	 h a b e n	

( W h al e n,	 R aj a g o p al	 et	 al.	 2 0 1 1).	Vi oli n	 et	 al.	 k o n nt e n	s p e zi ell	 b e i	 Ei ns at z	 v o n	 T R V 1 2 0 0 2 7	

i n	 V ers u c h e n	 mit	 R att e n	z ei g e n,	 d ass	ei n ers eits	 d er	 mittl er e	 art eri ell e	 Bl ut dr u c k	 g es e n kt 	

wir d,	 w ä hr e n d	 a n d er ers eits	 d as	 H er z z eit v ol u m e n	 u n d	 d as	 S c hl a g v ol u m e n	 g est ei g ert	 u n d	

k o nst a nt	 g e h alt e n	 w er d e n. 	 I m	  G e g e ns at z	 d a z u	 r e d u zi er e n	 kl assis c h e	 A n gi ot e nsi n	

R e z e pt or	 A nt a g o nist e n	 g e n er ell	 d as	  H er z z eit v ol u m e n 	 ( Vi oli n,	  D e Wir e	 et	 al.	 2 0 1 0).	

Z us a m m e nf ass e n d	 u nt erst üt zt	 di e	 v orli e g e n d e	 Ar b eit	 di e	 bl ut dr u c ks e n k e n d e n 	 u n d 	

k ar di o pr ot e kti v e n	 Eff e kt e	 v o n	 A n g	II ,	 w el c h e	d ur c h	 Ei ns at z	 v o n	 bi as e d	 a g o nists 	ei n e n	

w ü ns c h e ns w ert e n	t h er a p e utis c h e n	 V or t eil	i n	 d er	 Bl ut dr u c kt h er a pi e	 d arst ell e n	 k ö n nt e n.		
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6  Lit er at ur -	u n d	 Q u ell e n v er z ei c h ni s 	

A pli n,	 M.,	 G.	 L.	 C hrist e ns e n	 a n d	J.	 L.	 H a ns e n	( 2 0 0 8).	 " P h ar m a c ol o gi c	 p ers p e cti v es	 of	
f u n cti o n al	s el e cti vit y	 b y	t h e	 a n gi ot e nsi n	II	t y p e	 1	r e c e pt or. "	T r e n ds	 C ar di o v as c	 M e d	
1 8 ( 8):	 3 0 5-3 1 2. 	

B ar bi eri,	 S.	 S.,	 S.	 Eli gi ni,	 M.	 Br a m bill a,	 E.	 Tr e m oli	 a n d	 S.	 C olli	( 2 0 0 3).	 " R e a cti v e	 o x y g e n	
s p e ci es	 m e di at e	 c y cl o o x y g e n as e -2	i n d u cti o n	 d uri n g	 m o n o c yt e	t o	 m a cr o p h a g e	
diff er e nti ati o n:	 criti c al	r ol e	 of	 N A D P H	 o xi d as e. "	 C ar d i o v as c	 R es	6 0 ( 1):	 1 8 7-1 9 7. 	

Br e y er,	 M.	 D.	 a n d	 R.	 C.	 H arris	( 2 0 0 1).	 " C y cl o o x y g e n as e	 2	 a n d	t h e	 ki d n e y. "	 C urr	 O pi n	
N e p hr ol	 H y p ert e ns 	1 0 ( 1):	 8 9-9 8. 	

Cr a y e n,	 M.	 L.	 a n d	 W.	 T h o e n es	( 1 9 7 8).	 " Ar c hit e ct ur e	 a n d	 c ell	str u ct ur es	i n	t h e	 dist al	
n e p hr o n	 of	t h e	r at	 ki d n e y. "	 C yt o bi ol o gi e 	1 7 ( 1):	 1 9 7-2 1 1. 	

D uli n,	 N.	 O.,	 L.	 D.	 Al e x a n d er,	 S.	 H ar w al k ar,	J.	 R.	 F al c k	 a n d	J.	 G.	 D o u gl as	( 1 9 9 8).	
" P h os p h oli p as e	 A 2 -m e di at e d	 a cti v ati o n	 of	 mit o g e n -a cti v at e d	 pr ot ei n	 ki n as e	 b y	
a n gi ot e nsi n	II. "	 Pr o c	 N atl	 A c a d	 S ci	 U	 S	 A 	9 5 ( 1 4):	 8 0 9 8-8 1 0 2. 	

El a d ar i,	 D.,	 R.	 C h a m br e y	 a n d	J.	 P eti-P et er di	( 2 0 1 2).	 " A	 n e w	l o o k	 at	 el e ctr ol yt e	tr a ns p ort	
i n	t h e	 dist al	t u b ul e. "	A n n u	 R e v	 P h ysi ol 	7 4 :	 3 2 5-3 4 9. 	

F er g us o n,	 S.,	 R.	 L.	 H e b ert	 a n d	 O.	 L a n e u vill e	( 1 9 9 9).	 " N S -3 9 8	 u pr e g ul at es	 c o nstit uti v e	
c y cl o o x y g e n as e -2	 e x pr essi o n	i n	t h e	 M -1	 c orti c al	 c oll e cti n g	 d u ct	 c ell	li n e. "	 J	 A m	 S o c	
N e p hr ol 	1 0 ( 1 1):	 2 2 6 1-2 2 7 1. 	

F u n k,	 C.	 D.	( 2 0 0 1).	 " Pr ost a gl a n di ns	 a n d	l e u k otri e n es:	 a d v a n c es	i n	 ei c os a n oi d	 bi ol o g y. "	
S ci e n c e 	2 9 4 ( 5 5 4 8):	 1 8 7 1-1 8 7 5. 	

G ei b el,	J.,	 G.	 Gi e bis c h	 a n d	 W.	 F.	 B or o n	( 1 9 9 0).	 " A n gi ot e nsi n 	II	sti m ul at es	 b ot h	 N a( +)-H +	
e x c h a n g e	 a n d	 N a +/ H C O 3 -	c otr a ns p ort	i n	t h e	r a b bit	 pr o xi m al	t u b ul e. "	 Pr o c	 N atl	 A c a d	
S ci	 U	 S	 A 	8 7 ( 2 0):	 7 9 1 7-7 9 2 0. 	

G o o d m a n,	 O.	 B.,	Jr.,	J.	 G.	 Kr u p ni c k,	 F.	 S a nti ni,	 V.	 V.	 G ur e vi c h,	 R.	 B.	 P e n n,	 A.	 W.	 G a g n o n,	
J.	 H.	 K e e n	 a n d	J.	 L.	 B e n ovi c	( 1 9 9 6).	 " B et a -arr esti n	 a cts	 as	 a	 cl at hri n	 a d a pt or	i n	
e n d o c yt osis	 of	t h e	 b et a 2 -a dr e n er gi c	r e c e pt or. "	 N at ur e 	3 8 3 ( 6 5 9 9):	 4 4 7-4 5 0. 	

Gri e n dli n g,	 K.	 K.,	 D.	 S or es c u	 a n d	 M.	 Us hi o -F u k ai	( 2 0 0 0).	 " N A D( P) H	 o xi d as e:	r ol e	i n	
c ar di o v as c ul ar	 bi ol o g y	 a n d	 dis e as e. "	 Cir c	 R es 	8 6 ( 5):	 4 9 4-5 0 1. 	

G u a n,	 Y.,	 Y.	 Z h a n g,	 R.	 M.	 Br e y er,	 B.	 F o wl er,	 L.	 D a vis,	 R.	 L.	 H e b ert	 a n d	 M.	 D.	 Br e y er	
( 1 9 9 8).	 " Pr ost a gl a n di n	 E 2	i n hi bits	r e n al	 c oll e cti n g	 d u ct	 N a +	 a bs or pti o n	 b y	 a cti v ati n g	
t h e	 E P 1	r e c e pt or. "	J	 Cli n	I n v est	1 0 2 ( 1):	 1 9 4-2 0 1. 	

G u e uti n,	 V.,	 M. 	V all et,	 M.	J a y at,	J.	 P eti -P et er di,	 N.	 C or ni er e,	 F.	 L e vi el,	 F.	 S o h et,	 C.	 A.	
W a g n er,	 D.	 El a d ari	 a n d	 R.	 C h a m br e y	( 2 0 1 3).	 " R e n al	 b et a -i nt er c al at e d	 c ells	 m ai nt ai n	
b o d y	fl ui d	 a n d	 el e ctr ol yt e	 b al a n c e. "	 J	 Cli n	I n v est	1 2 3 ( 1 0):	 4 2 1 9-4 2 3 1. 	
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G u yt o n,	 A.	 C.	( 1 9 8 7).	 " R e n al	f u n cti o n	 c ur v e --a	 k e y	t o	 u n d erst a n di n g	t h e	 p at h o g e n esis	
of	 h y p ert e nsi o n. "	 H y p ert e nsi o n 	1 0 ( 1):	 1-6. 	

G u yt o n,	 A.	 C.	( 1 9 9 1).	 " A b n or m al	r e n al	f u n cti o n	 a n d	 a ut or e g ul ati o n	i n	 ess e nti al	
h y p ert e nsi o n. "	 H y p ert e nsi o n 	1 8 ( 5	 S u p pl):	III 4 9-5 3. 	

H all,	J.	 E.,	 A.	 C.	 G u yt o n,	 M.	J.	 S mit h,	Jr.	 a n d	 T.	 G.	 C ol e m a n	( 1 9 8 0).	 " Bl o o d	 pr ess ur e	 a n d	
r e n al	f u n cti o n	 d uri n g	 c hr o ni c	 c h a n g es	i n	s o di u m	i nt a k e:	r ol e	 of	 a n gi ot e nsi n. "	 A m	J	
P h ysi ol 	2 3 9 ( 3):	 F 2 7 1-2 8 0. 	

H all,	J.	 E.,	 H.	 L.	 Mi z ell e	 a n d	 L.	 L.	 W o o ds	( 1 9 8 6).	 " T h e	r e ni n -a n gi ot e nsi n	s yst e m	 a n d	l o n g -
t er m	r e g ul ati o n	 of	 art eri al	 pr ess ur e. "	J	 H y p ert e ns	4 ( 4):	 3 8 7-3 9 7. 	

H arris,	 R.	 C.,	 M.	 Z.	 Z h a n g	 a n d	 H.	 F.	 C h e n g	( 2 0 0 4).	 " C y cl o o x y g e n as e -2	 a n d	t h e	r e n al	
r e ni n-a n gi ot e nsi n	s yst e m. "	 A ct a	 P h ysi ol	 S c a n d 	1 8 1 ( 4):	 5 4 3-5 4 7. 	

H e b ert,	 R.	 L.,	 H.	 R.	J a c o bs o n	 a n d	 M .	 D.	 Br e y er	( 1 9 9 0).	 " P G E 2	i n hi bits	 A V P-i n d u c e d	
w at er	fl o w	i n	 c orti c al	 c oll e cti n g	 d u cts	 b y	 pr ot ei n	 ki n as e	 C	 a cti v ati o n. "	 A m	J	 P h ysi ol 	
2 5 9 ( 2	 Pt	 2):	 F 3 1 8-3 2 5. 	

H e b ert,	 R.	 L.,	 H.	 R.	J a c o bs o n,	 D.	 Fr e di n	 a n d	 M.	 D.	 Br e y er	( 1 9 9 3).	 " E vi d e n c e	t h at	
s e p ar at e	 P G E 2	r e c e p t ors	 m o d ul at e	 w at er	 a n d	s o di u m	tr a ns p ort	i n	r a b bit	 c orti c al	
c oll e cti n g	 d u ct. "	 A m	J	 P h ysi ol 	2 6 5 ( 5	 Pt	 2):	 F 6 4 3-6 5 0. 	

Hi g u c hi,	 S.,	 H.	 O hts u,	 H.	 S u z u ki,	 H.	 S hir ai,	 G.	 D.	 Fr a n k	 a n d	 S.	 E g u c hi	( 2 0 0 7).	 " A n gi ot e nsi n	
II	si g n al	tr a ns d u cti o n	t hr o u g h	t h e	 A T 1	r e c e pt or:	 no v el	i nsi g hts	i nt o	 m e c h a nis ms	 a n d	
p at h o p h ysi ol o g y. "	 Cli n	 S ci	( L o n d) 	1 1 2 ( 8):	 4 1 7-4 2 8. 	

H u,	 Z.	 W.,	 R.	 K er b,	 X.	 Y.	 S hi,	 T.	 W ei -L a v er y	 a n d	 B.	 B.	 H off m a n	( 2 0 0 2).	 " A n gi ot e nsi n	II	
i n cr e as es	 e x pr essi o n	 of	 c y cl o o x y g e n as e-2:	i m pli c ati o ns	f or	t h e	f u n cti o n	 of	 v as c ul ar	
s m o ot h	 m us cl e	 c ells. "	 J	 P h ar m a c ol	 E x p	 T h er	3 0 3 ( 2):	 5 6 3-5 7 3. 	

K e m p,	 B.	 A.,	 N.	 L.	 H o w ell,	 S.	 R.	 K ell er,	J.	J.	 Gil d e a,	 S.	 H.	 P a di a	 a n d	 R.	 M.	 C ar e y	( 2 0 1 6).	
" A T 2	 R e c e pt or	 A cti v ati o n	 Pr e v e nts	 S o di u m	 R et e nti o n	 a n d	 R e d u c es	 Bl o o d	 Pr ess ur e	i n	
A n gi ot e nsi n	II -D e p e n d e nt 	H y p ert e nsi o n. "	 Cir c	 R es 	1 1 9 ( 4):	 5 3 2-5 4 3. 	

Ki m,	 G.	 H.	( 2 0 0 8).	 " R e n al	 eff e cts	 of	 pr ost a gl a n di ns	 a n d	 c y cl o o x y g e n as e -2	i n hi bit ors. "	
El e ctr ol yt e	 Bl o o d	 Pr ess 	6 ( 1):	 3 5-4 1. 	

Ki m,	 Y.	 H.,	 V.	 P e c h,	 K.	 B.	 S p e n c er,	 W.	 H.	 B ei er w alt es,	 L.	 A.	 E v er ett,	 E.	 D.	 Gr e e n,	 W.	 S hi n, 	
J.	 W.	 V erl a n d er,	 R.	 L.	 S utliff	 a n d	 S.	 M.	 W all	( 2 0 0 7).	 " R e d u c e d	 E N a C	 pr ot ei n	 a b u n d a n c e	
c o ntri b ut es	t o	t h e	l o w er	 bl o o d	 pr ess ur e	 o bs er v e d	i n	 p e n dri n -n ull	 mi c e. "	 A m	J	 P h ysi ol	
R e n al	 P h ysi ol 	2 9 3 ( 4):	 F 1 3 1 4-1 3 2 4. 	

Kli n k e	 R.,	 P.	 H.,	 K urt z	 A.,	 Sil b er n a gl	 S.	( 2 0 1 0).	 P h ysi ol o gi e .	 St utt g art,	 G e or g	 T hi e m e	
V erl a g. 	

L a e m mli,	 U.	 K.	( 1 9 7 0).	 " Cl e a v a g e	 of	str u ct ur al	 pr ot ei ns	 d uri n g	t h e	 ass e m bl y	 of	t h e	 h e a d	
of	 b a ct eri o p h a g e	 T 4. "	 N at ur e 	2 2 7 ( 5 2 5 9):	 6 8 0-6 8 5. 	
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L e vi el,	 F.,	 C.	 A.	 H u b n er,	 P.	 H o uilli er,	 L.	 M orl a,	 S.	 El	 M o g hr a bi,	 G.	 Bri d e a u,	 H.	 H ass a n,	 M.	
D.	 P ar k er,	I.	 K urt h,	 A.	 K o u gi o u mt z es,	 A.	 Si n ni n g,	 V.	 P e c h,	 K.	 A.	 Ri e m o n d y,	 R.	 L.	 Mill er,	 E.	
H u m ml er,	 G.	 E.	 S h ull,	 P.	 S.	 Ar o ns o n,	 A.	 D o u c et,	 S.	 M.	 W all,	 R.	 C h a m br e y	 a n d	 D.	 El a d ari	
( 2 0 1 0).	 " T h e	 N a +-d e p e n d e nt	 c hl ori d e -bi c ar b o n at e	 e x c h a n g er	 S L C 4 A 8	 m e di at es	 a n	
el e ctr o n e utr al	 N a +	r e a bs or pti o n	 pr o c ess	i n	t h e	r e n al	 c orti c al	 c oll e cti n g	 d u cts	 of	 mi c e. "	
J	 Cli n	I n v est	1 2 0 ( 5):	 1 6 2 7-1 6 3 5. 	

Li v a k,	 K.	J.	 a n d	 T.	 D.	 S c h mitt g e n	( 2 0 0 1).	 " A n al ysis	 of	r el ati v e	 g e n e	 e x pr essi o n	 d at a	 usi n g	
r e al-ti m e	 q u a ntit ati v e	 P CR	 a n d	t h e	 2( -D elt a	 D elt a	 C( T))	 M et h o d. "	 M et h o ds 	2 5 ( 4):	 4 0 2-
4 0 8. 	

L uttr ell,	 L.	 M.,	 F.	 L.	 R o u d a b us h,	 E.	 W.	 C h o y,	 W.	 E.	 Mill er,	 M.	 E.	 Fi el d,	 K.	 L.	 Pi er c e	 a n d	 R.	
J.	 L ef k o wit z	( 2 0 0 1).	 " A cti v ati o n	 a n d	t ar g eti n g	 of	 e xtr a c ell ul ar	si g n al-r e g ul at e d	 ki n as es	
b y	 b et a -ar r esti n	s c aff ol ds. "	Pr o c	 N atl	 A c a d	 S ci	 U	 S	 A 	9 8 ( 5):	 2 4 4 9-2 4 5 4. 	

M a di n,	 S.	 H.	 a n d	 N.	 B.	 D ar b y,	Jr.	( 1 9 5 8).	 " Est a blis h e d	 ki d n e y	 c ell	li n es	 of	 n or m al	 a d ult	
b o vi n e	 a n d	 o vi n e	 ori gi n. "	 Pr o c	 S o c	 E x p	 Bi ol	 M e d 	9 8 ( 3):	 5 7 4-5 7 6. 	

M a m e n k o,	 M.,	 O.	 Z ai k a,	 D.	 V.	Il at o vs k a y a, 	A.	 St ar us c h e n k o	 a n d	 O.	 P o c h y n y u k	( 2 0 1 2).	
" A n gi ot e nsi n	II	i n cr e as es	 a cti vit y	 of	t h e	 e pit h eli al	 N a +	 c h a n n el	( E N a C)	i n	 dist al	 n e p hr o n	
a d diti v el y	t o	 al d ost er o n e. "	 J	 Bi ol	 C h e m	2 8 7 ( 1):	 6 6 0-6 7 1. 	

M a m e n k o,	 M.,	 O.	 Z ai k a,	 M.	 C.	 Pri et o,	 V.	 B.	J e ns e n,	 P.	 A.	 D oris,	 L.	 G.	 N a v ar	 a n d	 O.	
P o c h y n y u k	( 2 0 1 3).	 " C hr o ni c	 a n gi ot e nsi n	II	i nf usi o n	 dri v es	 e xt e nsi v e	 al d ost er o n e -
i n d e p e n d e nt	 e pit h eli al	 N a +	 c h a n n el	 a cti v ati o n. "	H y p ert e nsi o n 	6 2 ( 6):	 1 1 1 1-1 1 2 2. 	

M at z d orf,	 C.,	 A.	 K urt z	 a n d	 K.	 H o c h erl	( 2 0 0 7).	 " C O X -2	 a cti vit y	 d et er mi n es	t h e	l e v el	 of	
r e ni n	 e x pr essi o n	 b ut	is	 dis p e ns a bl e	f or	 a c ut e	 u pr e g ul ati o n	 of	r e ni n	 e x pr essi o n	i n	r at	
ki d n e ys. "	 A m	J	 P h ysi ol	 R e n al	 P h ysi ol 	2 9 2 ( 6):	 F 1 7 8 2-1 7 9 0. 	

M e ht a,	 P.	 K.	 a n d	 K.	 K.	 Gri e n dli n g	( 2 0 0 7). 	" A n gi ot e nsi n	II	 c ell	si g n ali n g:	 p h ysi ol o gi c al	 a n d	
p at h ol o gi c al	 eff e cts	i n	t h e	 c ar di o v as c ul ar	s yst e m. "	 A m	J	 P h ysi ol	 C ell	 P h ysi ol 	2 9 2 ( 1):	
C 8 2 -9 7. 	

N a v ar,	 L.	 G.	( 2 0 0 5).	 " T h e	r ol e	 of	t h e	 ki d n e ys	i n	 h y p ert e nsi o n. "	 J	 Cli n	 H y p ert e ns	
( Gr e e n wi c h)	7 ( 9):	 5 4 2-5 4 9. 	

N a v ar,	 L.	 G.,	 E.	 W.	I ns c h o,	 S.	 A.	 M aji d,	J.	 D.	I mi g,	 L.	 M.	 H arris o n -B er n ar d	 a n d	 K.	 D.	
Mit c h ell	( 1 9 9 6).	 " P ar a cri n e	r e g ul ati o n	 of	t h e	r e n al	 mi cr o cir c ul ati o n. "	 P h ysi ol	 R e v 	7 6 ( 2):	
4 2 5 -5 3 6. 	

Nis hi d a,	 M.,	 S.	 T a n a b e,	 Y.	 M ar u y a m a,	 S.	 M a n g m o ol,	 K.	 Ur a y a m a,	 Y.	 N a g a m ats u ,	 S.	
T a k a g a h ar a,	J.	 H.	 T ur n er,	 T.	 K o z as a,	 H.	 K o b a y as hi,	 Y.	 S at o,	 T.	 K a w a nis hi,	 R.	I n o u e,	 T.	
N a g a o	 a n d	 H.	 K ur os e	( 2 0 0 5).	 " G	 al p h a	 1 2/ 1 3 -	a n d	r e a cti v e	 o x y g e n	s p e ci es -d e p e n d e nt	
a cti v ati o n	 of	 c -J u n	 N H 2-t er mi n al	 ki n as e	 a n d	 p 3 8	 mit o g e n-a cti v at e d	 pr ot ei n	 ki n as e	 b y	
a n gi ot e nsi n	r e c e pt or	sti m ul ati o n	i n	r at	 n e o n at al	 c ar di o m y o c yt es. "	 J	 Bi ol	 C h e m	2 8 0 ( 1 8):	
1 8 4 3 4 -1 8 4 4 1. 	
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O a kl e y,	 R.	 H.,	 S.	 A.	 L a p ort e,	J.	 A.	 H olt,	 L.	 S.	 B ar a k	 a n d	 M.	 G.	 C ar o n	( 2 0 0 1).	 " M ol e c ul ar	
d et er mi n a nts	 u n d erl yi n g	t h e	f or m ati o n	 of	st a bl e	i ntr a c ell ul ar	 G	 p r ot ei n-c o u pl e d	
r e c e pt or-b et a -arr esti n	 c o m pl e x es	 aft er	r e c e pt or	 e n d o c yt osis *. "	 J	 Bi ol	 C h e m	2 7 6 ( 2 2):	
1 9 4 5 2 -1 9 4 6 0. 	

O h n a k a,	 K.,	 K.	 N u m a g u c hi,	 T.	 Y a m a k a w a	 a n d	 T.	I n a g a mi	( 2 0 0 0).	 "I n d u cti o n	 of	
c y cl o o x y g e n as e -2	 b y	 a n gi ot e nsi n	II	i n	 c ult ur e d	r at	 v as c ul ar	s m o ot h	 m u s cl e	 c ells. "	
H y p ert e nsi o n 	3 5 ( 1	 Pt	 1):	 6 8-7 5. 	

P e a c h,	 M.	J.	( 1 9 7 7).	 " R e ni n -a n gi ot e nsi n	s yst e m:	 bi o c h e mistr y	 a n d	 m e c h a nis ms	 of	
a cti o n. "	 P h ysi ol	 R e v 	5 7 ( 2):	 3 1 3-3 7 0. 	

P e ars o n,	 G.,	 F.	 R o bi ns o n,	 T.	 B e ers	 Gi bs o n,	 B.	 E.	 X u,	 M.	 K ar a n di k ar,	 K.	 B er m a n	 a n d	 M.	 H.	
C o b b	( 2 0 0 1).	 " Mit o g e n -a cti v at e d	 pr ot ei n	( M A P)	 ki n as e	 p at h w a ys:	r e g ul ati o n	 a n d	
p h ysi ol o gi c al	f u n cti o ns. "	 E n d o cr	 R e v 	2 2 ( 2):	 1 5 3-1 8 3. 	

P e c h,	 V.,	 T.	 D.	 P h a m,	 S.	 H o n g,	 A.	 M.	 W ei nst ei n,	 K.	 B.	 S p e n c er,	 B.	J.	 D u k e,	 E.	 W al p,	 Y.	 H.	
Ki m,	 R.	 L.	 S utliff,	 H.	 F.	 B a o,	 D.	 C.	 E at o n 	a n d	 S.	 M.	 W all	( 2 0 1 0).	 " P e n dri n	 m o d ul at es	 E N a C	
f u n cti o n	 b y	 c h a n gi n g	l u mi n al	 H C O 3. "	J	 A m	 S o c	 N e p hr ol	2 1 ( 1 1):	 1 9 2 8-1 9 4 1. 	

P eti -P et er di,	J.,	 D.	 G.	 W ar n o c k	 a n d	 P.	 D.	 B ell	( 2 0 0 2).	 " A n gi ot e nsi n	II	 dir e ctl y	sti m ul at es	
E N a C	 a cti vit y	i n	t h e	 c orti c al	 c oll e cti n g	 d u ct 	vi a	 A T( 1)	r e c e pt ors. "	 J	 A m	 S o c	 N e p hr ol	
1 3 ( 5):	 1 1 3 1-1 1 3 5. 	

P h a m,	 H.,	 B.	 C h o n g,	 R.	 Vi n c e nti	 a n d	 L.	 W.	 Sli c e	( 2 0 0 8).	 " A n g	II	 a n d	 E G F	s y n er gisti c all y	
i n d u c e	 C O X-2	 e x pr essi o n	 vi a	 C R E B	i n	i nt esti n al	 e pit h eli al	 c ells. "	 J	 C ell	 P h ysi ol	2 1 4 ( 1):	
9 6 -1 0 9. 	

P ott h off,	 S.	 A.,	 S.	 St a m er,	 K.	 Gr a v e,	 E.	 K o ni gs h a us e n,	 S.	 H.	 Si vrit as,	 M.	 T hi e m e,	 Y.	 M ori,	
M.	 W o z n o ws ki,	 L.	 C.	 R u m p	 a n d	J.	 St e g b a u er	( 2 0 1 6).	 " C hr o ni c	 p 3 8	 mit o g e n -a cti v at e d	
pr ot ei n	 ki n as e	i n hi biti o n	i m pr o v es	 v as c ul ar	f u n cti o n	 a n d	r e m o d eli n g	i n	 a n gi ot e nsi n	II -
d e p e n d e nt	 h y p ert e nsi o n. "	 J	 R e ni n	 A n gi ot e nsi n	 Al d ost er o n e	 S yst	1 7 ( 3).	

R eill y,	 A.	 M.,	 P.	J.	 H arris	 a n d	 D.	 A.	 Willi a ms	( 1 9 9 5).	 " Bi p h asi c	 eff e ct	 of	 a n gi ot e nsi n	II	 o n	
i ntr a c ell ul ar	s o di u m	 c o n c e ntr ati o n	i n	r at	 pr o xi m al	t u b ul es. "	A m	J	 P h ysi ol 	2 6 9 ( 3	 Pt	 2):	
F 3 7 4 -3 8 0. 	

R o y a u x,	 I.	 E.,	 S.	 M.	 W all,	 L.	 P.	 K ar nis ki,	 L.	 A.	 E v er ett,	 K.	 S u z u ki,	 M.	 A.	 K n e p p er	 a n d	 E.	 D.	
Gr e e n	( 2 0 0 1).	 " P e n dri n,	 e n c o d e d	 b y	t h e	 P e n dr e d	s y n dr o m e	 g e n e,	r esi d es	i n	t h e	 a pi c al	
r e gi o n	 of	r e n al	i nt er c al at e d	 c ells	 a n d	 m e di at es	 bi c ar b o n at e	s e cr eti o n. "	 Pr o c	 N atl	 A c a d	
S ci	 U	 S	 A 	9 8 ( 7):	 4 2 2 1-4 2 2 6. 	

S a c c o m a ni,	 G.,	 K.	 D.	 Mit c h ell	 a n d	 L.	 G.	 N a v ar	( 1 9 9 0).	 " A n gi ot e nsi n	II	sti m ul ati o n	 of	
N a( +) -H +	 e x c h a n g e	i n	 pr o xi m al	t u b ul e	 c ells. "	 A m	J	 P h ysi ol 	2 5 8 ( 5	 Pt	 2):	 F 1 1 8 8-1 1 9 5. 	

S es hi a h,	 P.	 N.,	 D.	 S.	 W e b er,	 P.	 R o ci c,	 L.	 V al p p u,	 Y.	 T a ni y a m a	 a n d	 K.	 K.	 Gri e n dli n g	( 2 0 0 2).	
" A n gi ot e nsi n	II	sti m ul ati o n	 of	 N A D( P) H	 o xi d as e	 a cti vit y:	 u pstr e a m	 m e di at ors. "	 Cir c	 R es 	
9 1 ( 5):	 4 0 6-4 1 3. 	
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S h a h,	 B.	 H.,	J.	 Al b ert o	 Oli v ar es -R e y es,	 A.	 Y esil k a y a	 a n d	 K.	J.	 C att	( 2 0 0 2).	 "I n d e p e n d e n c e	
of	 a n gi ot e nsi n	II -i n d u c e d	 M A P	 kin as e	 a cti v ati o n	fr o m	 a n gi ot e nsi n	t y p e	 1	r e c e pt or	
i nt er n ali z ati o n	i n	 cl o n e	 9	 h e p at o c yt es. "	M ol	 E n d o cri n ol 	1 6 ( 3):	 6 1 0-6 2 0. 	

S h e n o y,	 S.	 K.,	 M.	 T.	 Dr a k e,	 C.	 D.	 N els o n,	 D.	 A.	 H o ut z,	 K.	 Xi a o,	 S.	 M a d a b us hi,	 E.	 R eit er,	 R.	
T.	 Pr e m o nt,	 O.	 Li c ht ar g e	 a n d	 R.	J.	 L ef k o wit z	( 2 0 0 6).	 " b et a -arr esti n -d e p e n d e nt,	 G	
pr ot ei n -i n d e p e n d e nt	 E R K 1/ 2	 a cti v ati o n	 b y	t h e	 b et a 2	 a dr e n er gi c	r e c e pt or. "	J	 Bi ol	 C h e m	
2 8 1 ( 2):	 1 2 6 1-1 2 7 3. 	

S h e n o y,	 S.	 K.	 a n d	 R.	J.	 L ef k o wit z	( 2 0 1 1).	 " b et a -Arr esti n -m e di at e d	r e c e pt or	tr affi c ki n g	
a n d	si g n al	tr a ns d u cti o n. "	 T r e n ds	 P h ar m a c ol	 S ci	3 2 ( 9):	 5 2 1-5 3 3. 	

S p ar ks,	 M.	 A.,	 S.	 D.	 Cr o wl e y,	 S.	 B.	 G url e y,	 M.	 Mir ots o u	 a n d	 T.	 M.	 C off m a n	( 2 0 1 4).	
" Cl assi c al	 R e ni n -A n gi ot e nsi n	s yst e m	i n	 ki d n e y	 p h ysi ol o g y. "	 C o m pr	 P h ysi ol 	4 ( 3):	 1 2 0 1-
1 2 2 8. 	

St e g b a u er,	J.,	 D.	 C h e n,	 M.	 H err er a,	 M.	 A.	 S p ar ks ,	 T.	 Y a n g,	 E.	 K o ni gs h a us e n,	 S.	 B.	 G url e y	
a n d	 T.	 M.	 C off m a n	( 2 0 1 7).	 " R esist a n c e	t o	 h y p ert e nsi o n	 m e di at e d	 b y	i nt er c al at e d	 c ells	
of	t h e	 c oll e cti n g	 d u ct. "	 J CI	I nsi g ht	2 ( 7):	 e 9 2 7 2 0.	

S u g d e n,	 P.	 H.	 a n d	 A.	 Cl er k	( 1 9 9 7).	 " R e g ul ati o n	 of	t h e	 E R K	s u b gr o u p	 of	 M A P	 ki n as e	
c as c a d es	t hr o u g h	 G	 pr ot ei n -c o u pl e d	r e c e pt ors. "	 C ell	 Si g n al 	9 ( 5):	 3 3 7-3 5 1. 	

S u n,	 P.,	 P.	 Y u e	 a n d	 W.	 H.	 W a n g	( 2 0 1 2).	 " A n gi ot e nsi n	II	sti m ul at es	 e pit h eli al	s o di u m	
c h a n n els	i n	t h e	 c orti c al	 c oll e cti n g	 d u ct	 of	t h e	r at	 ki d n e y. "	 A m	J	 P h ysi ol	 R e n al	 P h ysi ol 	
3 0 2 ( 6):	F 6 7 9 -6 8 7. 	

T e n g -u m n u a y,	 P.,	J.	 W.	 V erl a n d er,	 W.	 Y u a n,	 C.	 C.	 Tis h er	 a n d	 K.	 M.	 M a ds e n	( 1 9 9 6).	
"I d e ntifi c ati o n	 of	 disti n ct	s u b p o p ul ati o ns	 of	i nt er c al at e d	 c ells	i n	t h e	 m o us e	 c oll e cti n g	
d u ct. "	 J	 A m	 S o c	 N e p hr ol	7 ( 2):	 2 6 0-2 7 4. 	

T h o m as,	 W.	 G.	 a n d	 H.	 Qi a n	( 2 0 0 3).	 " Ar r esti n g	 a n gi ot e nsi n	t y p e	 1	r e c e pt ors. "	Tr e n ds	
E n d o cri n ol	 M et a b 	1 4 ( 3):	 1 3 0-1 3 6. 	

T o u y z,	 R.	 M.	( 2 0 0 5).	 "I ntr a c ell ul ar	 m e c h a nis ms	i n v ol v e d	i n	 v as c ul ar	r e m o d elli n g	 of	
r esist a n c e	 art eri es	i n	 h y p ert e nsi o n:	r ol e	 of	 a n gi ot e nsi n	II. "	 E x p	 P h ysi ol 	9 0 ( 4):	 4 4 9-4 5 5. 	
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