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Referat

Der akute ischdmisch bedingte Nierenschaden (acute kidney injury, AKl) stellt nach wie vor
eine groRe therapeutische Herausforderung dar und ist mit einer hohen Mortalitat
verbunden. Prostaglandine spielen fiir die renale Himodynamik sowie die Beeinflussung
der glomeruldren Filtrationsrate und Harnkonzentrierung eine entscheidende Rolle und
sind in die Pathogenese des akuten Nierenschadens erheblich involviert.

Die organischen Anionentransporter Typ 1 und 3 (OAT1/SLC22A6; OAT3/SLC22A8) befinden
sich in den proximalen Tubuluszellen der Nieren und sind fir die Ausscheidung von
potentiell toxischen Stoffen verantwortlich. Sie befinden sich in der basolateralen
Zellmembran und vermitteln den terminalen Schritt eines tertidr aktiven Transportes zur
Elimination organischer Anionen.

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass es durch eine Ischdmie-Reperfusion zur
Herunterregulation dieser organischen Anionentransporter kommt. AuBerdem fiihrt
Prostaglanin E, nach Langzeitexposition in Epithelzellen des proximalen Tubulus zu einer
verminderten Expression von OAT1 und OAT3 (Sauvant C et al. 2006). Sowohl in der akuten,
als auch bei chronischer Niereninsuffizienz sind die Prostaglandinlevel im Nierencortex
erhoht.

Indometacin als unspezifischer Hemmer der Prostaglanin-E;-Synthese kann eine
Herunterregulation von OAT1 und OAT3 im Tiermodell nach erfolgter Ischamie-Reperfusion
abschwachen. Auch in proximalen Tubuluszellen von Ratten konnte diese Wirkung
nachgewiesen werden. Zudem wurde nicht nur die Herunterregulation vermindert, sondern
auch das renale Outcome, gemessen an der GFR, verbessert (Schneider R et al. 2009). Diese
Effekte wurden vor allem tiber COX1-Hemmer mediiert, wahrend selektive COX2-Hemmer
eine eher untergeordnete Rolle zu spielen scheinen. Eine Abschwachung der Expression von
OAT1 und OAT3 scheint also mechanistisch in die Schadigung durch eine Ischamie-
Reperfusion involviert zu sein.

Folglich wurde in dieser Arbeit ein tieferer Einblick in die Expressionsregulation der
genannten Transporter nach Ischamie-Reperfusion vorgenommen um weitere Erkenntnisse
Uber die pathogenetischen Vorgange des ischamischen Nierenschadens zu erhalten. Dabei
konnte in Fluorescein-Aufnahme-Versuchen und Promotor-Gen-Assays anhand der
sekretorischen alkalische Phosphatase (SEAP) die Regulation dieser bisher bekannten
Effekte auf transkriptioneller Ebene beobachtet werden und auRerdem die Vermittlung
Uber den Prostaglandin-Es-Rezeptor und einer nachgeschalteten Signalkaskade
nachgewiesen werden. Durch Verwendung einer humanen Zelllinie lasst sich tber eine
Ubertragbarkeit dieser Aussagen auf den Menschen spekulieren. Das verwendete Ischamie-
Reperfusions-Modell und die Promotor-Gen-Assays sind fiir weitere Expressionsforschung
an hOAT1 und hOAT3 geeignet.

Braun, Christina: Expressionsregulation der organischen Anionentransporter OAT1 und
OAT3 im Ischamie-Reperfusions-Modell, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 61 Seiten,
2017
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1. Einleitung

1.1 Die akute Nierenschadigung

1.1.1 Definition und Inzidenz

Der Begriff des "akuten Nierenversagens" (ANV) ist durch den Terminus "akute
Nierenschadigung" (acute kidney injury, AKI) ersetzt worden. AKI kann bei zuvor normaler
Nierenfunktion oder als akute Schadigung auf eine vorbestehende Niereninsuffizienz
auftreten und ist prinzipiell reversibel. Es kommt zu einer raschen Abnahme der
Nierenfunktion innerhalb von Stunden bis Tagen, verbunden mit der Retention
harnpflichtiger Substanzen und zunehmender Uberwisserung des Organismus, sowie einer
Stérung des Elektrolyt- und Sdure-Basen-Haushaltes. Die Einfilhrung des neuen Ausdruckes
soll die Erfassung eines Funktionsverlustes mit reduzierter glomerularer Filtrationsrate
(GFR), als auch eine Nierenschadigung mit (noch) nicht reduzierter Funktion ermdoglichen.
Denn auch bei einer nicht dialysepflichtigen Reduktion der Nierenleistung ist die Mortalitat
signifikant erhoht (Hoste EA et al. 2006, Uchino S et al. 2006). In der Gesamtbevdlkerung
kommt es bei 5.000 Erwachsenen/Jahr pro 1.000.000 Einwohner zu einer akuten
Nierenschadigung. Je nach Patientenkollektiv sind auf Intensivstationen bis zu 30% der
Patienten davon betroffen (Bellomo R et al. 2012, Susantithaphong P et al. 2013 und Rewa
O, Bagshaw SM, 2014).

Die 2004 entwickelten RIFLE-Kriterien (Risk, Injury, Failure, Loss, Endstage renal disease) zur
Einteilung des Schweregrades wurden in den Folgejahren durch das Acute Kidney Injury
Network (AKIN) Gberarbeitet und prazisiert. Hierbei wurde durch einen Serum-Kreatinin-
Anstieg von bereits >0,3 mg/dl innerhalb von 48 Stunden die Sensitivitit in der
Diagnosestellung erhéht (Mehta RL et al. 2007). Die KDIGO-Leitlinie (Kidney Disease:
Improving Global Outcome) aus dem Jahr 2012 fasst diese Kritierien nun zusammen. Eine
Schweregradeinteilung ist in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: KDIGO-Kriterien der akuten Nierenschadigung (nach KDIGO AKI Work Group, 2012)

AKI-Stadium | Serum-Kreatinin Urinausscheidung
1 1,5-1,9-facher Kreatinin-Anstieg in 7 Tagen| <0,5 ml/kgkG/h in 6 h
oder

Kreatinin-Anstieg =0,3mg/d| (26,5 pmol/l)
innerhalb 48 h

2 2-2,9 -facher Kreatinin-Anstieg <0,5 ml/kgkG/hin 12 h

3 >3-facher Kreatinin-Anstieg oder Kreatinin | <0,3 ml/kgkG/hin 24 h
>4mg/dl (353uM) + akuter Anstieg >0,5 oder Anurie fir>12 h
mg/dl (44,2 umol/l)




Insgesamt handelt es sich bei einer AKI immer noch um einen haufig auftretenden
Organschaden mit vielfaltigen Ursachen und unterschiedlichsten klinischen
Verlaufsmoglichkeiten. Festzuhalten ist, dass eine AKI als Langzeitfolge auch nach
kompletter Remission kardiovaskuldre und nephrologische Erkrankungen, sowie eine
erhohte Mortalitat, nach sich ziehen kann (Amdur RL et al. 2009, Coca SG et al. 2009 und
Wald R et al. 2009).

1.1.2 Atiologie

Die Ursachen lassen sich nach Lokalisation der Entstehung der AKI in pra,- intra- und
postrenal einteilen. Eine postrenale Nierenschadigung ist mit etwa 5% relativ selten und
haufig die Folge einer Harnstauung durch angeborene Missbildungen, erworbene
Abflusshindernisse wie beispielsweise Steine oder auch maligne Tumoren (Herold G, 2010).
Dem zu etwa 35% auftretendem intrarenalen Nierenversagen werden mikro- und
makrovaskuldare Krankheiten, interstitielle und glomeruldre Nephritiden oder auch
ischamisch, toxisch oder septisch bedingte akute Tubulusnekrosen zugeordnet (Herold G,
2010).

Die mit Abstand haufigste Ursache mit etwa 60% ist jedoch eine prarenale Storung (Herold
G, 2010). Hierbei ist die tubuldre und glomerulare Struktur zunachst noch intakt, durch eine
verminderte Perfusion kommt es jedoch zum Funktionsverlust der Nieren. So kann
beispielsweise bei Hypovolamie oder Vasodilatation im Rahmen eines Schockgeschehens
die Autoregulation der Niere bei einem arteriellen Mitteldruck unterhalb 60 bis 80 mmHg
nicht mehr aufrechterhalten werden (Badr KF, 1988, Conger JD et al. 1988).

1.1.3 Pathophysiologie

Die Pathogenese des AKI ist weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung, da die
komplexen Abldaufe noch nicht vollstindig verstanden sind. Die meisten
pathophysiologischen Hintergriinde wurden anhand Tiermodellen untersucht (Heyman SN
et al., 2002 und 2010). So kann beispielsweise durch Abklemmen der Nierenarterien eine
kiinstliche prarenale Nierenschadigung erzeugt werden, was die Aktivierung des
sympathischen Nervensystems sowie eine umfangreiche neurohumorale Antwort nach sich
zieht (Schrier RW und Wang W 2004, Ramchandra R et al. 2009). Durch die hierbei
auftretende ischamische Minderperfusion und die Reduktion des effektiven Blutvolumens
kommt es zu einer Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). Aus den
juxtaglomerularen Zellen der Niere wird Renin freigesetzt. Dieses Enzym spaltet
Angiotensinogen zu Angiotensin |, welches seinerseits wiederum durch das Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) zu Angiotensin Il konvertiert wird. Dieses wirkt stark
vasokontriktorisch und vermittelt die Ausschiittung des adiuretischen Hormons (ADH),
sowie die Aktivierung des tubuloglomerularen Feedback-Mechanismus (Loutzenhiser R
2006). Gleichzeitig werden vasodilatierende Prostaglandine und Stickstoffmonoxid (NO)



freigesetzt. So kann der hydrostatische Druck und die Filtrationsfraktion in den Glomeruli
durch eine Dilatation der afferenten Arteriolen und eine efferente Vasokonstriktion
zunachst aufrechterhalten werden. Die renale Filtrationsreservekapazitat ist jedoch
begrenzt. Fallt der arterielle Mitteldruck unter 60-80 mmHg zu einem Zeitpunkt, an dem die
afferenten Arteriolen bereits maximal dilatiert sind, fallt der renale Blutfluss schnell ab und
es kommt zu schwerwiegenderen Endothelschdaden (Badr KF und Ichikawa | 1988).

Das Aktin-Zytoskelett der renalen Tubuluszellen hat unter physiologischen Bedingungen
eine wichtige Funktion fiir die Aufrechterhaltung der normalen Zellstruktur, Polaritat, tight-
junction-Integritdt und Adhasion von Epithelzellen an der tubuldren Basalmembran des
Nephrons (Liberthal W 1997). Beim Auftreten einer Hypoxie nimmt die Dichtigkeit der tight-
junctions ab (You Y et al. 1992) und es kommt zum Riickstrom des Ultrafiltrats ins
Interstitium (Kroshian VM 1994). Dadurch fillt das transepitheliale Potential und die
Tubuluszellen verlieren ihre Polaritat. Die Na*/K*-ATPase dissoziiert von der basolateralen
Membran, in der sie unter physiologischen Bedingungen vom Aktin-Zytoskelett gehalten
wird (Molitoris BA 1991 und 1993, Kellerman PS et al. 1992). Ein normaler Transport von
Salzen und Wasser kann im Epithel des proximalen Tubulus so nicht mehr aufrechterhalten
werden. Die Zellen schwellen an und die Integritat der Blrstensaummembran geht durch
den voranschreitenden Zusammenbruch des Zytoskeletts verloren. Bleibt die Ischamie
weiter bestehen werden Apoptose- und Nekrosevorgange der Tubuluszellen weiter voran
getrieben. Proteine und Zellreste verlegen das Lumen des Tubulus, wodurch der Primarharn
ins Interstitium tGbergeht (Schrier et al. 2004).

Besonders anfillig fir ischamisch bedingte Schadigungen ist die Medulla, da hier bereits
unter physiologischen Bedingungen die geringste Perfusion vorliegt (Brezis M und Rosen S
1995, Lieberthal W und Nigam SK 1998, Bonventre JV 2007). Beim Auftreten einer Ischamie
kommt es wie bereits beschrieben zu einer intrarenalen Vasokonstriktion, die eine Stase
von Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten im medulldren Kapillarbett nach sich zieht
(Lieberthal W 1997). Durch die Schadigung des vaskuldren Endothels kommt es zu einer
Imbalance der Antagonisten Endothelin (ET-1) und Stickstoffmonoxid (NO), welche beide im
Nierengewebe produziert werden (Kohan DE 1993).

Auch inflammatorische Prozesse spielen bei der akuten Nierenschadigung eine Rolle.
Leukozyten haften an Endothelzellen und infiltrieren den interstitiellen Raum. Es kommt zu
einer Aktivierung von reaktiven Sauerstoffspezies und der Synthese von
Phospholipasemetaboliten. Im weiteren Verlauf entsteht ein Gewebsédem, das die
Mikrozirkulation weiter kompromittiert (Linas SL et al. 1988, Willinger CC et al. 1992).

Diese komplexen Vorgange sind in der Abbildung 1 vereinfacht schematisch dargestellt, und
zeigen die Vielschichtigkeit der Pathogenese des akuten Nierenversagens.
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Abbildung 1: potentielle Kaskade der Pathogenese des akuten Nierenversagens (in Anlehnung an Bellomo R
2012)

Durch die dargestellten hamodynamischen, inflammatorischen und toxischen Vorgange
verliert die Niere ihre Funktion der Wasser- und Elektrolythomoostase sowie der
Ausscheidung von potentiell toxischen Stoffen. Doch trotz dieser teils erheblichen
Beeintrachtigungen ist das Organ in Lage, sich zu regenerieren. Je nach Dauer und
Intensitat der zuvor stattgehabten Schadigung konnen sich Tubuluszellen erneut teilen,
differenzieren und ihre Funktion schlielllich wiederaufnehmen (Bonventre JV 2003). Diese
Ablaufe sind in Abbildung 2 dargestellt und demonstrieren, wie renale Tubulusepithelzellen
in der Lage sind, sich nach einer Schadigung wieder zu teilen und durch Differenzierung und
Wiederherstellen der Polaritdt ihre Funktion erneut aufzunehmen.
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Abbildung 2: Schadigungs- und Reparaturmechanismen tubuldrer Epithelzellen (in Anlehnung an Sheridan AM
2001)



1.1.4 Pravention und Therapie

Eine frihzeitige Diagnostik der AKl ist aufgrund der hohen Morbiditits- und
Mortalitatsraten von entscheidender Bedeutung. Trotz Fortschritten in der
intensivmedizinischen Behandlung konnte bisher noch kein Medikament entwickelt
werden, das eine akute Nierenschadigung zuverlassig therapiert.

Patienten mit erhéhtem Risiko fir eine AKI sollten engmaschigen Verlaufskontrollen von
Serum-Kreatinin und Urinproduktion unterzogen werden. AuBerdem ist eine sorgfaltige
Uberwachung der Himodynamik empfehlenswert. Hypotensionen mit einer
Minderperfusion der Nieren missen zwingend vermieden werden. Nephrotoxische
Substanzen sollten wenn moglich abgesetzt, oder in ihrer Dosis der eingeschrankten
Nierenfunktion angepasst werden. Bei hdmodynamisch instabilen Patienten ist die
Optimierung von Blutdruck und Herzzeitvolumen durch Einsatz von vasoaktiven Substanzen
wie Noradrenalin und Flissigkeit, beispielsweise in Form von balancierten
Elektrolytlosungen, anzustreben. Bei kritisch kranken Patienten tritt haufig auch eine
gestdrte Glukoseregulation auf, welche eine engmaschige Uberwachung des Blutzuckers
und eine moglichst normoglykdme Einstellung erfordert. Die Diuretikatherapie wird
kontrovers diskutiert: im klinischen Alltag werden Schleifendiuretika haufig eingesetzt,
jedoch konnte weder filir die prophylaktische, noch fiir die therapeutische Gabe von
Furosemid ein Einfluss auf Pravention oder Prognose einer AKI gezeigt werden (Ho KM und
Power BM 2010). Wenn bereits eine Schadigung der Niere eingetreten ist, muss die
Erkrankungsursache identifiziert und therapiert werden. Hierbei spielt vor allem die
Antibiotikatherapie eine grolRe Rolle, da etwa die Halfte aller AKIs durch infektiose
Komplikationen verursacht werden (Bellomo R 2006). Die Nebenwirkungen dieser
Medikamente betreffen jedoch haufig ebenfalls die Nieren. Beispielsweise sind
Aminoglykoside als hochpotente Antiinfektiva mit breitem Wirkspektrum zweifellos
nephrotoxisch. Daher ist es empfehlenswert, ebenso wirksame und weniger
nephrotoxische Substanzen einzusetzen. Spiegelbestimmungen sind bei einigen Antibiotika
moglich und sollten zur Vermeidung einer weiteren Nierenschadigung friihzeitig und
regelhaft erfolgen.

Wenn alle konservativen MalBnahmen ausgeschopft sind, ohne dass sich eine
Rekompensation der Nierenfunktion eingestellt hat, kann eine Nierenersatztherapie
erforderlich werden. Wann damit bei kritisch kranken Patienten begonnen werden sollte,
ist noch umstritten. Eine Dialysetherapie wird zweifelsfrei erforderlich, sobald
lebensbedrohliche Komplikationen, wie Hyperkaliamie oder ausgeprdgte Storungen des
Sdure-Basen-Haushaltes, auftreten (Meersch M et al. 2016). Die beiden randomisierten
kontrollierten Studien AKIKI und ELAIN suchten den optimalen Zeitpunkt zum Beginn einer
Nierenersatztherapie (Gaudry S et al. 2016, Zarbock A et al. 2016). Aufgrund groRer
Unterschiede im Studiendesign kamen sie zu gegensatzlichen Ergebnissen: die Autoren der
AKIKI-Studie konnten keinen Uberlebensvorteil nach 60 Tagen feststellen, wihrend Zarbock
A et al. eine signifikant reduzierte 90-Tages-Uberlebensrate bei friiher Initiierung einer
Dialysetherapie nachwiesen. Nach aktueller Studienlage lasst sich tGber einen Vorteil beim



friheren Beginn der Nierenersatztherapie spekulieren, jedoch sind hierzu weitere
randomisierte kontrollierte Studien erforderlich (Meersch M et al. 2016).

Gegenstand intensiver Forschungsarbeit ist die Suche nach Biomarkern, die eine AKI friih
detektieren oder gar verhindern konnen. Das Neutrophilen-Gelatinase assoziierte Lipocalin
(NGAL) ist bei einer normalen Nierenfunktion im Urin praktisch nicht messbar, jedoch bei
ischamischen oder nephrotoxischen Ereignissen deutlich erhéht (Meersch M et al. 2016).
NGAL wird in verschiedenen Geweben eines Organismus exprimiert, und existiert in
unterschiedlichen Isoformen. Daher ist die Anwendung dieses Nieren-Akutmarkers aktuell
kritisch zu betrachten (Martensson J und Bellomo R 2014). Der Gewebeinhibitor der
Metalloproteinase-2 (TIMP-2) sowie das Insulin-like Growth Factor Binding Protein-7
(IGFBP-7) greifen in den G1-Zellzyklusarrest ein und sind in renalen Stresssituationen
hochreguliert. Die gleichzeitige Bestimmung beider Biomarker hat eine hohe Sensitivitat
und kann die Ausbildung eines Nierenschadens innerhalb der nadchsten 12 Stunden
anzeigen (Hoste EA et al. 2014). Diese neuen Nieren-Akutmarker kdnnten ein Ansatz fiir die
Pravention einer akuten Nierenschadigung sein.

Ein weiteres einfaches und sicheres Verfahren zur Verhinderung einer AKI bei kritisch
kranken Patienten konnte die sogenannte ischamische Fernpridkonditionierung (remote
ischaemic preconditioning, RIPC) sein. Dieses zuerst bei Tieren beschriebene Phanomen ist
gekennzeichnet durch kurze Abfolgen von Ischamie- und Reperfusionsphasen eines
Gewebes oder Organs. Durch noch nicht vollstandig geklarte neurohumorale Mechanismen
kommt es zur Ausschiittung von Mediatoren und Aktivierung von Signalwegen, die einen
protektiven Effekt auch fiir entfernte Organe haben. Durch intermittierendes In- und
Desufflieren einer Blutdruckmanschette von drei bis vier Zyklen an der oberen Extremitat
werden subkritische Ischdmien mit nachfolgender Reperfusion erzeugt, deren potentiell
nephroprotektive Wirkung in verschiedenen Studien untersucht wurde (Meersch M und
Zarbock A 2016). Dabei konnte in diversen kleineren Untersuchungen, und auch in der
RenalRIP-Studie (Zarbock A et al. 2015), ein positiver Effekt auf die Entstehung einer AKI
und die Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie bei Hochrisikopatienten nach
kardiochirurgischen Eingriffen gezeigt werden. Die beiden groRen multizentrischen Studien
RIPHeart (Meybohm P et al. 2015) und ERICCA (Hausenloy DJ et al. 2015) untersuchten
ebenfalls Patienten, die sich einer herzchirurgischen Operation unterzogen. Hierbei liel8 sich
jedoch kein signifikanter Unterschied im Hinblick auf Inzidenz einer AKI nachweisen.
Zusammenfassend lasst sich fir die ischamische Fernprakonditionierung bei
kardiochirurgischen Eingriffen ein moglicher nephroprotektiver Effekt postulieren,
insbesondere Hochrisikopatienten kdnnten profitieren.

Die bei einer bereits eingetretenen Nierenschadigung beteiligten Prostaglandine scheinen
einen weiteren moglichen Therapieansatz zu bieten. Bereits in einigen dieser Arbeit
vorangegangen Studien konnte entsprechende positive Effekte durch eine Hemmung von
PGE; gezeigt werden (Schneider R 2009, Sauvant C 2010, Bischoff A 2014). Da auch in dieser
Arbeit weiter an die bereits erzielten Ergebnisse angeknipft werden soll, wird nun im



Folgenden zunadchst die Cyclooxygenase, als unmittelbar an der Entstehung von
Prostaglandinen beteiligtes Enzym, genauer betrachtet.

1.2 Cyclooxygenasen

Diese Enzyme sind fiir die Umwandlung von Arachidonsdure in die verschiedenen
Eikosanoide verantwortlich. Es handelt sich bei dieser Reaktion um den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt in der Prostaglandinsynthese. Die Cyclooxygenase
(COX) liegt in zwei Isoformen (COX-1 und COX-2) vor (Simmons DL et al. 1989, Kujubu DA
1991, Hla T und Neilson K 1992, Guan Y et al. 1997), welche sich in ihrer Verteilung im
Organismus und ihrer Expression unterscheiden. Die COX-1 hat eine "house-keeping"
Funktion inne, in der sie eine wichtige Rolle in der Instandhaltung der basalen
physiologischen Abldufe, wie beispielsweise die Mukosaprotektion des Magens oder auch
die Thrombozytenaggregation, einnimmt (Smith WL 1992, Herschman HR 1996, Smith WL
und Langenbach R 2001). Nachdem die COX-2 entdeckt wurde, vermutete man zunachst
eine rein pathologische Funktion. Tatsdchlich scheint sie eine Schllsselrolle bei
inflammatorischen Vorgangen oder auch Angiogenese oder Tumorentstehung zu haben
(Smith WL 1992, Herschman HR 1996, Hla T et al. 1999, Smith WL und Langenbach R 2001).
Jedoch erfiillt auch die 2. Isoform physiologische Funktionen im Organismus. So ist die COX-
2 in die Wundheilung, Ovulation und Weheninduktion, sowie die Nierendurchblutung
involviert (Karow T und Lang-Roth R 2010).

In der Niere sind die beiden Isoformen der COX unterschiedlich verteilt. Hohe
Konzentrationen der COX-1 findet man vor allem in den Sammelrohren, niedrige in den
interstitiellen und glomeruldaren mesangialen Zellen, sowie den Endothelzellen der
Arteriolen (Harris RC et al. 1994, Yang T et al. 1998, Castrop H et al. 2001, Campean V et al.
2003). Im Kontrast dazu findet man die COX-2 vor allem in den medullaren Interstitialzellen,
im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife, sowie den Macula-densa-Zellen (Harris HC
et al 1994, Guan Y et al. 1997, Hao CM et al 1999).

Im klinischen Alltag spielt die Hemmung der Cyclooxygenasen eine groRe Rolle. Die
Medikamentengruppe der nicht-steroidalen Antiphlogistika (NSAID, NSAR) vermindert
durch Hemmung der COX die Prostaglandinsynthese (Vane JR 1971, Oates JA 1982). Uber
diesen Wirkmechanismus werden analgetische, antipyretische und antiphlogistische
Eigenschaften in unterschiedlicher Ausprdagung erzielt. Die verschiedenen Wirkstoffe der
dlteren Generation, wie beispielsweise Acetylsalicylsdure (ASS), Paracetamol, lbuprofen
oder Indometacin, hemmen beide COX-Isoformen und verursachen so auch unerwiinschte
COX-1-vermittelte Wirkungen. Hier sind vor allem Magenbeschwerden bis hin zu
Ulcerationen mit gastrointestinalen Blutungen durch die verminderte Zytoprotektion der
Mukosa, akute Nierenfunktionsstérungen oder bronchiale Nebenwirkungen (sog. "Aspirin-
Asthma") zu nennen. Unter der neueren Generation der selektiven COX-2-Hemmer treten
diese gastointestinalen und gerinnungshemmenden Wirkungen seltener auf. Als typische



Vertreter waren hier Celecoxib, Etoricoxib oder Parecoxib zu nennen (Karow T und Lang-
Roth R 2010).

In vorangegangenen Studien wurde die Wirkung von Indometacin als klassisches NSAID
unter Ischamie-Reperfusions-Bedingungen untersucht (Schneider R 2009, Sauvant C 2010).
Im Folgenden soll diese Substanz naher betrachtet werden.

Es zahlt zu den unselektiven COX-Hemmern und hat eine Halbwertszeit von drei bis elf
Stunden. Die COX-1-Inhibierung liberwiegt und ist zeit- und konzentrationsabhangig. Die
Substanz wird zu 10 bis 20% unverandert renal ausgeschieden, wahrend die Metabolite
Uber den enterohepatischen Kreislauf und die Niere elimiert werden. Die Plasma-
EiweiBbindung ist mit etwa 90% hoch. Das Medikament ist Mittel der ersten Wahl beim
akuten Gichtanfall und wird hauptsachlich bei Erkrankungen im rheumatischen
Formenkreis, wie beispielsweise rheumatoide Arthritis, aktivierte Arthrosen oder Morbus
Bechterew, angewendet. Des Weiteren zeigt es glinstige Effekte bei therapierestistentem
Fieber und findet in der Geburtshilfe Anwendung zur Tokolyse. Der Einsatz bei
Friihgeborenen zum Verschluss eines offenen Ductus artieriosus Botalli ist in Deutschland
nicht zugelassen und daher mit einem "off-label-use" verbunden (Karow T und Lang-Roth R
2010, Biihrer C 2011).

Nachdem die Cyclooxygenase mit ihren ubiquitdren Funktionen im gesamten Organismus
und als Schliisselenzym fir die Synthese von Eikosanoiden betrachtet wurde, soll nun im
Folgenden auf die Prostaglandine, vor allem im Hinblick auf ihre Funktion in der Niere,
genauer eingegangen werden.

1.2.1 Prostaglandinsynthese

In einem zweistufigen Prozess entsteht aus freier Arachidonsaure zunachst Prostaglandin
G2 (PGG,) durch die bis-Oxygenase, anschlieBend wird das instabile PGG, durch die
Peroxydaseaktivitdt der COX zum Prostaglandin H, weiterverarbeitet (Herschman HR 1996).
Dieses wird durch die jeweiligen Synthasen in fiinf bioaktive Metabolite weiterverarbeitet:
Prostaglandin E;, I, Dy, F2, und Thromboxan (PGE,, PGl,, PGD,, PGF,,, TxS). In Abbildung 3
ist die Prostaglandinsynthese und die Indometacin-induzierte COX-Hemmung schematisch
dargestellt. Die weitere Metabolisierung der Fettsdurederivate ermoglicht die auto- oder
parakrine Wirkung an ihrem spezifischen Rezeptor. Im Falle des PGE, handelt es sich um die
E-Prostaglandin-Rezeptoren 1 bis 4 (EP1-4), welche nachfolgend genauer betrachtet
werden.

Durch den raschen Abbau direkt nach der Synthese bleibt der Effekt meist auf die
Umgebung des Produktionsortes limitiert (Hao CM und Breyer MD 2008).
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Abbildung 3: Prostaglandin E,-Biosynthese (in Anlehnung an Reid HM 2015)

1.2.2 Prostaglandinrezeptoren

Die Familie der Prostaglandinrezeptoren umfasst eine groRe Zahl an G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren, die in der Lipidmembran von Zellen verankert sind. Der Prostaglandin-E-
Rezeptor besitzt vier Subtypen (EP1-4), die gut charakterisiert sind und bereits kloniert
werden konnten (Breyer MD und Breyer RM 2000, Narumiya S und FitzGerald GA 2001).
Zum Teil vermitteln sie antagonistische Wirkungen, beispielsweise wirken EP1- und EP3-
Rezeptoren als Konstriktoren glatter Muskelzellen, wahrend EP2 und EP4 diese relaxieren.
Die verschiedenen Prostagandin-vermittelten Effekte variieren je nach Zelle, Expression der
Rezeptoren und Art des mediierten Signalweges. Auch wenn einige der Rezeptoren die
gleichen Signalwege teilen, konnen die nachfolgenden Ziele doch unterschiedlich sein,
sodass am Ende differente physiologische Effekte erzielt werden (Hao CM und Breyer MD
2008).

EP1-Rezeptor-mRNA wird hauptsachlich in den Sammelrohren der Niere exprimiert (Guan'Y
et al. 1998). Eine Aktivierung hat einen Anstieg des intrazelluldren Calciums zur Folge und
es wird vermutet, dass die Wasser- und Salz-Reabsorption in den Sammelrohren gehemmt
wird. Klinische Studien konnten diesen Effekt jedoch noch nicht belegen (Stock JL et al.
2001, Kennedy CR et al. 2007). Andere Studien hingegen zeigen, dass Uber EP1 eine
Angiotensin-lI-mediierte Vasokonstriktion gebahnt wird (Guan Y et al. 2007). AuBerdem soll
der Rezeptor an der Vermittlung analgetischer Reize beteiligt sein.



Die humane EP2-Rezeptor-cDNA kodiert fiir ein 358 Aminosduren groRes Polypeptid,
welches seine Wirkung durch eine intrazelluldare cAMP-Erh6hung vermittelt (Bastien L et al.
1994, Regan JW et al. 1994a). EP2-mRNA konnte in Uterus, Lunge und Milz in groRen
Mengen nachgewiesen werden, in der Niere fand man jedoch nur eine sehr geringe
Expression (Regan JW et al. 1994, Katsuyama M et al. 1995, Boie Y et al. 1997, Nemoto JW
et al. 1997). Eine EP2-Rezeptor-Aktivierung flihrt zur Relaxierung der glatten Muskulatur in
Trachea und BlutgefdBen und scheint auBerdem in die Protektion der arteriellen
Hypertension involviert zu sein (Coleman RA et al. 1990 und 1994, Tilley SL et al. 1999).

Die Aktivierung des EP3-Rezeptors bewirkt eine Kontraktion glatter Muskelzellen. Der
Rezeptor interagiert mit einem inhibitorischen G-Protein und reduziert hierdurch die cAMP-
Synthese (Breyer MD und Breyer RM 2000b, Narumiya S und FitzGerald GA 2001). Bisher
konnten sechs Splicevarianten mit einer molekularen GréRe von 40 bis 45 kDa identifiziert
werden (Regan JW et al 1994b, Abramovitz M et al 1995, Breyer RM et al. 1996). Der EP3-
Rezeptor scheint eine Rolle in der Fieberentstehung zu spielen (Breyer MD und Breyer RM
2000b, Stock JL et al. 2001).

Der EP4-Rezeptor-Signalweg wird durch eine intrazelluldare cAMP-Erh6hung vermittelt,
woduch es zu einer Relaxierung glatter Muskelzellen kommt. Die cDNA kodiert ein 488
Basenpaare grolRes Polypeptid mit einer molekularen Masse von etwa 53 kDa (Bastien L et
al. 1994, Regan JW et al. 1994a). Im Gegensatz zum EP2-Rezeptor wird in verschiedenen
Organen, unter anderem der Niere, eine wesentlich grolere Menge mRNA des EP4-
Rezeptors exprimiert (Breyer MD und Breyer RM 2000b). Dem Rezeptor wird eine
entscheidende Rolle bei der Kontraktion von vendsen und arteriellen GefaRen (Coleman RA
et al. 1994) sowie dem Verschluss des Ductus arteriosus zugeschrieben (Nguyen M et al.
1997, Segi E et al. 1998). In der Niere wird dem Rezeptor eine Rolle bei der Mikrozirkulation
sowie Reninfreisetzung zugeschrieben (Breyer MD und Breyer RM 2000b).

1.3 Die Organischen Anionentransporter Typ 1 und 3 (OAT1, OAT3)

Die Niere spielt eine entscheidende Rolle bei der Ausscheidung verschiedener exogener
und endogener Substanzen, um die Exposition des Kérpers gegeniiber diesen Stoffen zu
limitieren. Dabei sind eine Vielzahl dieser potentiell toxischen Substanzen organische
Anionen (Pritchard JB und Miller DS 1996, Ullrich KJ 1999, Dantzler WH 2002, Van
Montfoort JE und Hagenbuch B 2003, Terlouw SA et al. 2003, Miyazaki H et al. 2004, Wright
SH und Dantzler WH 2004).

Das Transportsystem fiir die Ausscheidung organischer Anionen befindet sich in den
proximalen Tubuluszellen des Nierencortex. Dabei werden die verschiedenen Stoffe von der
basolateralen Membran in das Epithel aufgenommen und nach dem transzelluldren
Transport auf der luminalen Seite in den Harn lberfiihrt (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Transport organischer Anionen in einer proximalen Tubuluszelle (in Anlehnung an Silbernagl S und
Klinke R, 2001)

Bei der peritubuldren Aufnahme der organischen Anionen handelt es sich um den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der gesamten Sekretion, weshalb viele
Untersuchungen zu diesem Teilschritt vorliegen (Ullrich KJ 1997, Wright SH und Dantzler
WH 2004). Durch einen tertidr aktiven Transport, unter anderem gegen a-Ketoglutarat,
werden die Molekile ins Tubulusepithel Gberfihrt (Pitchard JB 1995). Die Dicarboxylate
wiederum werden natriumabhangig zurlick in die Zelle geschleust (Edwards RM et al. 1997).
Der dafiir notwendige Natriumgradient wird durch die Natrium-Kalium-ATPase
gewabhrleistet. Der transzelluldare Transport von der basolateralen zur luminalen Seite der
Zelle erfolgt durch passive Diffusion, die aufgrund des wassrigen Zytoplasmas moglich ist.
Die Vorgdnge der Aufnahme und des Transportes organischer Anionen sind in Abb. 4
dargestellt.

Die Transportsysteme der luminalen Seite des Tubulus sind bisher weniger gut beschrieben.
Hier scheinen verschiedene Transportproteine auf unterschiedlichen Wegen (natrium-
abhangig, ATP-abhangig) den Effluxschritt zu gewahrleisten.

Die klassische basolaterale Aufnahme wird durch die organischen Anionentranspoter Typ 1
(OAT1, SLC22A6) und Typ 3 (OAT3, SLC22A8) gewaihrleistet, diese werden nun genauer
betrachtet. Nachfolgend wird aufgrund der besseren Ubersichtlichkeit hauptsichlich die
OAT-Nomenklatur verwendet.
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1.3.1 Der organische Anionentransporter Typl (OAT1)

Der OAT1 transportiert eine Vielzahl unterschiedlichster organischer Anionen und
reprasentiert den klassischen Teil des multispezifischen, geschwindigkeitsbestimmenden,
basolateralen Transports dieser Substanzen im proximalen Tubulus (Wright SH und Dantzler
WH 2004). Das 1997 von zwei Arbeitsgruppen (Sekine TK et al. 1997, Sweet DH et al. 1997)
unabhangig voneinander entdeckte Protein wurde zuvor bereits ortholog bei Mausen
kloniert (Lopez-Nieto CE et al. 1997). Initial konnte zunachst keine Funktion identifiziert
werden. Im weiteren Verlauf wurden von Mensch (Reid G et al. 1998, Hosoyamada M et al.
1999, Lu R et al. 1999, Race JE et al. 1999), Cynomolgus-Affen (Tahara H et al 2005),
Kaninchen (Bahn A et al. 2002), Schwein (Hagos Y et al. 2002), Flunder (Wolff NA et al 199)
und C. elegans (George RL et al. 1999) ebenfalls orthologe Proteine kloniert. Dabei zeigen
die Sdugerformen untereinander eine etwa 80%ige Ubereinstimmung, wihrend sie zur
Flunder oder C. elegans nur noch 48% bzw. 19% Sequenzidentitdt aufweisen (Wright SH
und Dantzler WH 2004). Die cDNAs der klonierten OAT1 kodieren fiir Proteine einer Lange
von 545 bis 551 Aminosauren (Wright SH und Dantzler WH 2004). Vom humanen OAT1
wurden vier Splicevarianten identifiziert (Bahn A et al. 2000). Wie auch OAT3 besteht es aus
12 Transmembrandomanen, ist auf dem Chromosom 11 lokalisiert und beinhaltet 10 Exons
(Bahn A et al. 2000).

Der OAT1 befindet sich fast ausschlieRlich im proximalen Tubulus von Nierenzellen (Van
Montfoort JE et al. 2003). Dabei ist die Expression auf die basolaterale Membran
beschrankt (Burckhardt BC und Burckhardt G 2003). Die zelluldre Aufnahme der
organischen Anionen erfolgt tertiar aktiv. Der stochiometrische Austausch von
Paraaminohippursdure (PAH) und a-Ketoglutarat verldauft im Verhaltnis 1:1 mit einer
Sattigungskinetik (Aslamkhan A et al. 2003) Die Aufnahme von Paraaminohippursaure
(PAH) in die Zelle wird von divalenten Anionen, wie beispielsweise Glutarat oder a-
Ketoglutarat, inhibiert, wenn sie sich auf der selben Membranseite befinden (cis-
Konfiguration). Umgekehrt wird die Aufnahme von PAH stimuliert, wenn sie sich in trans-
Konfiguration befinden (Sweet DH et al. 1997). Da diese Befunde mit den Daten aus den
funktionellen Tests liberwiegend lbereinstimmen (Wright SH und Dantzler WH 2004), ging
man initial davon aus, dass es sich beim OAT1 um den einzigen Vertreter des klassischen
renalen Transports organischer Anionen handelt.

1.3.2 Der organische Anionentransporter Typ 3 (OAT3)

Das 536 Aminosauren groRRe Protein konnte zunachst aus cDNA von Ratten kodiert werden
(Kusuhara H et al. 1999), nachfolgend auch von Mensch (Cha SH et al. 2001), Maus (Sweet
DH et al. 2002), Schwein (Hagos Y et al. 2005) und dem Cynomolgus-Affen (Tahara H et al.
2005). Beim Menschen wird OAT3 ausschliefllich in der Niere exprimiert (Race JE et al.
1999, Cha SH et al.2001), im Gegensatz zur Ratte, wo es zudem auch in Leber und Gehirn
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nachgewiesen wurde (Kusuhara H et al. 1999, Kobayashi Y et al. 2002). Der humane OAT3
ist etwa dreimal starker exprimiert als OAT1 und das Vorkommen ebenfalls auf die
basolaterale Membran beschrdankt (Cha SH et al. 2001, Kojima R et al 2002). Die beiden
Transporter haben teilweise gemeinsame Substrate (Burckhardt BC und Burckhardt G 2003,
Van Montfoort JE et al. 2003). Wie auch der OAT1 transportiert der OAT3 eine Vielzahl
organischer Anionen, vor allem die weniger hydrophilen. Jedoch haben die Transporter
auch funktionelle Unterschiede, da beispielsweise Estronsulfat hauptsachlich mit OAT3
interagiert, wahrend kaum ein Transport durch OAT1 nachweisbar ist (Lungkaphin A et al.
2004).

1.3.3 Regulation des renalen Transportes organischer Anionen

Zunachst ging man davon aus, dass die renale Sekretion organischer Anionen keiner
Regulation unterliegt, sondern konstant verlauft. Daher wird als Mal} fiir die renale
Perfusion die Clearance organischer Anionen, wie beispielsweise PAH, bestimmt. Jedoch
zeigten experimentellen Daten, dass eine Variabilitdat des Transports vorliegt. Kurzfristige
Regulationsmechanismen im Bereich von wenigen Minuten konnten bereits nachgewiesen
werden. Hierbei wurde vor allem der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Transportes
an der basolateralen Membran betrachtet. Beispielsweise konnte in vielen Studien eine
hemmende Wirkung des organischen Anionentransports durch die Proteinkinase C
nachgewiesen werden (Takano M et al. 1996, Miller DS 1998, Gekle M et al. 1999,
Shuprisha A et al. 2000, Sauvant C et al. 2001). Hier kam es zu einer Akkumulation von PAH
nach Aktivierung dieses Signalweges. Dieser Einfluss wurde zunachst fir OAT1, spater auch
flir OAT3 nachgewiesen.

Auch Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle bei der transkriptionellen und
posttranslationalen Regulation. mRNA-Level von OAT1 und OAT3 werden von den
verschiedensten physiologischen und pathophysiologischen Stimuli beeinflusst. So kénnen
beispielsweise Hormone, die eine Nukleotid-Rezeptor-Aktivitat aufweisen, Uber eine
Regulation der Na*-K*-ATPase potentiell auch den Transport organischer Anionen lber den
tertidr aktiven Transport beeinflussen. Hierbei scheinen Sexualhormone eine ensprechende
Beeinflussung der Expression von OAT1 und OAT3 zu bewirken (Ljubojevic M et al. 2004).

1.4 Das In-vitro Ischdmie-Reperfusions-Modell

Im Ischamie-Reperfusions-Modell werden die im Organismus stattgehabte Ischdamie mit
anschlieRender Reperfusion nachempfunden. Es handelt sich hierbei um ein etabliertes
Modell (Sauvant C et al. 2009), welches bereits bei zahlreichen vorangegangenen Studien
erfolgreich zur Anwendung gekommen ist. Es konnte gezeigt werden, dass die Modell-
Ischamie zum Auftreten von Ischamie-Reperfusions-Markern wie beispielsweise a-smooth-
muscle-actin (a-SMA) fihrt. AuRerdem wird die induzierbare NO-Synthase (iNOS)
hochreguliert. Beide Prozesse treten typischerweise auch unter in vivo Bedingungen
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wahrend einer Ischamie-Reperfusions-Schadigung der Niere auf. Des Weiteren kam es im
Ischdmie-Reperfusions-Modell zu einem Anstieg von PGE, im Uberstand nach 48-stiindiger
Reperfusion (Sauvant C et al. 2009). Auch dieser Mechanismus wurde im Nierencortex
unter Reperfusion nach Ischamie beobachtet (Tokuyama H et al. 2003, Myers Sl et al. 2005).

Wahrend einer Ischamie kommt es im Organismus durch eine verminderte oder
ausbleibende Blutversorgung zu einer Hypoxie und Hyperkapnie, welche den Wechsel auf
anaerobe Stoffwechselprozesse mit Laktatbildung und zunehmender Azidose bedingen. Die
Zufuhr von nutritiven Stoffen und der Abtransport von Stoffwechselendprodukten werden
beeintrachtigt. In einem in vitro Modell ist es nicht moglich, die in vivo Vorgange eines
Ischamie-Reperfusions-Schadens exakt nachzubilden. Jedoch ist das vorliegende Modell in
der Lage, eine Umgebung mit kontrollierten und isolierten Bedingungen zu schaffen, um
physiologische und pathophysiologische Ereignisse zu untersuchen (Russ AL 2007).
AuBerdem koénnen so verschiedene Einzelnoxen getrennt voneinander untersucht werden,
was in vivo nicht moglich ware.

Drei Eigenschaften einer Ischdmie werden in den Versuchszellen kiinstlich nachgestellt:
durch Zugabe einer Bicarbonat-2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (Bikarbonat-MES)
gepufferten Ringerlésung wird eine Azidose mit einem pH-Wert von 6,6 erzeugt. Diese
wurde zuvor in 5%iger CO,-Atmosphare gepuffert. Um einen korrekten pH-Wert
sicherzustellen wird dieser vor und nach der Inkubation bestimmt. Statt Glukose wird den
Zellen Mannitol zugesetzt, welches einen physiologischen onkotischen Druck gewahrleistet,
jedoch nicht zur Energiegewinnung verstoffwechselt werden kann und somit eine
Aglykdamie imitiert. Durch die Anwendung einer speziellen Hypoxiekammer werden die
Zellen einer Atmosphédre von 95% Stickstoff und 5% CO, ausgesetzt. Wahrend der Fillung
der Kammer wird die Sauerstofffraktion bestimmt bis sie sicher < 1% liegt. Dies entspricht
einem pO, von < 7,6 mmHg. Werte in dieser GroBenordnung wurden nach einer Ischdamie in
Nieren gemessen und liegen unterhalb der kritischen Grenze des Sauerstoffverbrauchs im
Nierenkortex (Nelimarkka O 1984, Leichtweiss HP 1969).
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2. Zielstellung

Prostaglandin E, (PGE,) fihrt zur Herunterregulation von OAT1 und OAT3 nach
Langzeitexposition in den proximalen Nierentubuli (Sauvant C et al. 2006). Im Ischdmie-
Reperfusionsmodell an Ratten konnte gezeigt werden, dass Indometacin als Inhibitor der
Prostaglandin-Synthese in geringer Dosierung (1mg/kg) eine ischdmisch induzierte
Herunterregulation verhindern kann. In diesem Zusammenhang steht auch die verminderte
Herunterregulation der Ausscheidung der organischen Anionen und der Eliminierung von
endogenen organischen Anionen, wie zum Beispiel PGE, (Schneider R et al. 2009). Diese
Effekte konnten ebenfalls im Ischdmie-Reperfusionsmodell (Sauvant C et al. 2009) an
proximalen Tubuluszellen von Ratten nachgewiesen werden (Sauvant C et al. 2010). Neben
dem positiven Effekt von Indometacin auf den verminderten Anionentransport konnten
ebenfalls ein signifikant verbessertes Outcome beim akuten Nierenversagen (anhand der
gemessenen GFR) im Tiermodell festgestellt werden ohne dabei Einschrankungen auf die
Nierenperfusion zu verursachen (Schneider R et al. 2009). Dieser Effekt wurde vor allem
nach Applikation von selektiven COX1-Hemmern beobachtet (Bischoff A et al. 2014).
AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass eine Ischamie mit nachfolgender
Reperfusion eine verminderte Expression von OAT1 und OAT3 durch COX1-Mediatoren
induziert. Eine Minderexpression von OAT1 und OAT3 ist vermutlich malgeblich am
Zellschaden bei einer AKI beteiligt (Schneider R et al. 2015).

Folglich ergaben sich aus den bisherigen Ergbnissen der vorangegangenen Arbeiten
folgende Fragestellungen:

(1) Findet eine Regulierung der organischen Anionentransporter Typ 1 und 3 (OAT1,
OAT3) durch COX-Metabolite im Ischamie-Reperfusions-Modell auf transkriptioneller
Ebene statt?

(2) Gehen die erhobenen Daten mit den neu gewonnenen Ergebnissen der
Expressionsregulation konform?

(3) Auf welchem Signalweg werden diese Effekte vermittelt?

Die Frage nach der Regulierung auf transkriptioneller Ebene wurde anhand eines Transport-
Assays untersucht, in dem die zellulare Aufnahme organischer Anionen am Beispiel von
Fluorescein untersucht wurde. Mit dem Gen-Reporter-Assay (SEAP) wurden die geklonten
Promotorsequenzen der humanen OAT1 und OAT3 auf ihre Expressionsregulation und die
beteiligte(n) Signalkaskade(n) getestet.
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3. Material und Methodik

3.1 Zell-Kultur

HEK293-Zellen (human embryonic kidney, humane embryonale Nierenzellen) von ATCC
(Rockville, MD, USA) wurden in DMEM-HAM F-12 Medium mit 10 % fetalem Kalberserum
kultiviert. Die Nierenzelllinie des Opossums (opossum kidney cells, OK-Zellen) stammt von
Dr. Biber aus dem Department fir Physiologie der Universitat Zirich und wurde wie
HEK293-Zellen kultiviert. Fiir den Reportergenassay wurden die OK-Zellen auf permeablen
Filtereinsatzen (Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA) bei pH 7,4, 37°C
und einem Luftgemisch aus 95% Luft und 5% CO, gehalten. Die Aussaatdichte lag bei
0,4x105cm™2. Das Medium wurde jeden dritten Tag gewechselt und die Zellen wurden am
Tag zehn nach Aussaat fir die Experimente verwendet. Alle Experimente wurden
durchgefiihrt, nachdem die Zellen fiir 24 Stunden in serumfreiem Medium verblieben.

3.2 In vitro Ischamie-Reperfusions-Modell

Die Kontrollzellen wurden mit Bikarbonat-4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-
ethanesulfonsdure-Losung (Bicarbonat-HEPES) kultiviert, die auf einen pH von 7,4 gepuffert
war. Durch den Zusatz von 5mM Glukose wurde die Energieversorgung der Zellen
sichergestellt. Im Brutschrank wurden sie bei 37°C und einem physiologischen
Sauerstoffpartialdruck von 21 kPa kultiviert.

1ml der jeweiligen Puffer wurde den Kulturschalen mit den darin enthaltenen Zellen
hinzugegeben, die Zusammensetzung von Bicarb-HEPES und -MES ist nachfolgend
aufgelistet (Tabelle 2). AnschlieRend wurden die Zellen fiir eine Dauer von zwei Stunden
entweder als Kontrolle unter Standardbedingungen behandelt oder der Ischamie,
bestehend aus Azidose, Hypoxie und Aglykdamie, zugefiihrt.

Unmittelbar nach der Modell-Ischdamie bzw. Behandlung unter Standardbedingunen der
Kontrollzellen erfolgte die Applikation von Inhibitoren (U-73122, H89; SC560 und SC58125
von Tocris Bioscience, Bristol, GroBbritannien) oder Antagonisten (AH6809, L161,982; beide
von Tocris Bioscience, Bristol, GroRbritannien). AnschlieRend wurden die Zellen unter
Standardbedingungen fiir Zellkulturen weiterbehandelt und so eine Reperfusion fiir sechs
Stunden simuliert. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert und die SEAP-Aktivitdt bzw. die
Fluorescein-Aufnahme bestimmt.
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Tabelle 2: Chemikalien zur Herstellung von Bicarb-HEPES und -MES-Puffer

Chemikalien Bicarb-HEPES Bicarb-MES

NaHCO; 24 mM 4,5 mM

Na;HPO,4 0,8 mM 0,8 mM

NaH,POq4 0,2 mM 0,2 mM

NaCl 86,5 mM 106 mM

KCl 5,4 mM 5,4 mM

CaCl, 1,2 mM 1,2 mM

MgCl, 0,8 mM 0,8 mM

HEPES bzw. MES 20 mM 20mM

Titration mit 1 N NaOH aufpH 7,4 1 N NaOH auf pH 6,6

3.3 Fluorescein-Aufnahme

Fluorescein reprasentiert als klassisches Substrat der organischen Anionentransporter OAT1
und OAT3 den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der basolateralen Aufnahme von
organischen Anionen und den Transport durch die proximalen Tubuluszellen der Niere.
Durch die Bestimmung der zelluldren Fluoresceinaufnahme kann so die Funktion der OATs
quantifiziert werden.

Die epithelbildende OK-Zelllinie wurde auf 24-Well-Filtern (Falcon, Becton Dickinson
Labware, Franklin Lakes, USA) ausgesdt und wuchs bis zur Konflueszenz. Diese konnte
bereits ab dem vierten bis flinften Tag beobachtet werden, die Versuche wurden an Tag
sieben oder acht bei 37°C durchgefiihrt. Zur Vorbereitung fiir den
Fluoresceinaufnahmeversuch wurden die Ischamie-Reperfusions-Zellen (model I/R) einer
zweistlindigen Behandlung in der Hypoxiekammer ausgesetzt, wahrend die Kontrollzellen
(control) unter Standardbedingungen weiter kultiviert wurden. Unmittelbar im Anschluss
daran erfolgte die Zugabe der entsprechenden Inhibitoren bzw. Antagonisten (siehe Tabelle
3 und 4), sowie die Reperfusionsphase von 48 Stunden unter Standardbedingungen.

Tabelle 3: Auftragung der PLC- und PKA-Inhibitoren im Ischamie-Reperfusions-Modell.

Kontrollzellen (control) Ischdmie-Reperfusions-Zellen (model I/R)
control model I/R

control +5uM H89 (PKA-Inhibitor) model I/R +5uM H89 (PKA-Inhibitor)

control +5 uM U-73122 (PLC-Inhibitor) model I/R +5uM U-73122 (PLC-Inh.)
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Die Auftragung der EP2- und EP4-Antagonisten im Ischamie-Reperfusions-Modell erfolgte
analog zum oben dargestellten Schema fiir die Kontrollzellen und die Ischamie-
Reperfusions-Zellen:

Tabelle 4: Auftragung der EP2- und EP4-Antagonisten im Ischamie-Reperfusions-Modell.

Kontrollzellen (control) Ischdmie-Reperfusions-Zellen (model I/R)
control model I/R

control +35uM AH6809 (EP2-Antag.) model I/R +35uM AH6809 (EP2-Antag.)
control +5uM L161,982 (EP4-Antag.) model I/R +5uM L161,982 (EP4-Antag.)

Die Applikation der EP2- und EP4-Agonisten Butaprost und TCS2510 wurde in steigender
Dosis lediglich unter Standardbedingungen ohne Ischdamie-Reperfusions-Behandlung
durchgefihrt.

Fir die Fluoresceinaufnahmeversuche wurden die Filter in vorbereitete Well-Schalen
gesetzt. Als Transportpuffer wurde phosphatgepufferter Ringerlésung (PBS; 138 mmol/I
NaCl, 1 mmol/l NaH2PO4, 4 mmol/l Na2HPO4, 4 mmol/l KCl, 1 mmol/l MgCI2, 1 mmol/I
CaCl2, 5 mmol/l glucose, pH 7.4) mit einem Zusatz von 10uM Fluorescein verwendet. Um
eine identische Meniskushohe zu gewahrleisten wurde in das basolateralen Kompartiment
0,5ml und in das apikale Kompartiment 0,2ml Volumen eingebracht. Die
Fluoresceinaufnahme erfolgte bei 37°C im Wasserbad fiir zwei Minuten. Zum Abstoppen
des zellularen Transports wurden die Filter in eiskaltes Transport-PBS umgesetzt und
viermal griindlich von apikal und basolateral mit PBS bei 4°C gewaschen, um am Filter und
zwischen den Zellen verbliebene Fluoresceinreste abzuspiilen.

Fiir die Messung wurden die Zellen mittels einem ml 0,1% Triton-X100 in 20mM MOPS (3-
(N-morpholino)propanedulfonic acid) bei pH 7,4 lysiert und in ein Eppendorf-Gefal
Uberfiihrt. Nach einer 10-minitigen Zentrifugation wurde der Fluoresceingehalt des
Zelllysates im Multiplate Reader (Victor?, Wallac Instruments, Finnland) ausgezahlt.

Da bei 4°C samtliche Transportvorgange der Zellen zum Erliegen kommen wurde die
identische Versuchsdurchfiihrung auf Eis wiederholt um eine Korrektur fir extrazelluldre
Bindung und unspezifische Adhdsionen an den Zellen gewahrleisten zu konnen. Die
Fluoresceinzahlung wurde normalisiert auf den Proteingehalt im Lysat, welches mittels
BCA-Protein-Assay (Pierce, Rockford, USA) bestimmt wurde.

3.4 Bestimmung des Proteingehaltes mittels Bicinchoninsaure (BCA)

Dieser Test zur Proteinbestimmung zeichnet sich durch eine hohe Spezifitdt und geringe
Storanfalligkeit aus. Hierbei wird sich die Biuret-Reaktion zunutze gemacht, in dem das
nachzuweisende Protein Cu?* unter Abgabe eines Elektrons zu Cu* reduziert wird. Dieses
Kupferion bildet mit zwei BCA-Molekilen einen Komplex und kann schlieflich bei 560nm im
Counter gemessen werden.
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BCA-Reagenz A und B wurden im Becherglas im Verhaltnis von 50:1 gemischt, anschlieSend
verfarbte sich die entstehende Losung griin. Die Eichkurve wurde mittels 5ul Lysat und
Zugabe von je 15ul der Standardverdiinnungen 100, 300, 500 und 700 pug/ml aufgetragen.
Zu 5pl des oben beschriebenen Lysates wurden pro Well 200ul BCA-Regenz hinzugegeben
und anschlieBend fiir 30 Minuten im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Hierbei kam es zu
einem Farbumschlag von griin zu violett. Die Absorption wurde anschlielend im Tecan
Sunrise (Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz) gemessen werden. Mittels der Eichkurve
konnte so der Proteingehalt der Proben bestimmt werden.

3.5 Klonierung der putativen hOAT1- und hOAT3-Promotorsequenzen

Die Klonierung der hOAT1- und hOAT3-Promotorsequenzen erfolgte bereits im Vorfeld
dieser Arbeit, sie lagen also fiir die Versuche bereits vor. Im Folgenden werden die
Arbeitsschritte der Klonierung kurz erldutert. Aus humaner genomischer DNA (von
Clontech, CA, USA) und den ausgewahlten Primern fiir hOAT1 und hOAT3 (unten
aufgefiihrt) wurden die 1999 bp bzw. 2083 bp groRen Produkte mittels PCR (Qiagen, Hilden,
Deutschland) gemall Beschreibung im Handbuch erzeugt und vervielfaltigt. Im nachsten
Schritt erfolgte die Elution des PCR-Produktes und die Ligation des PCR-Amplifikats in den
pCR2.1-Vektor. AnschlieBend wurden die Plasmide in kompetente TOP10-Zellen
transformiert, die weillen Klone selektiert und eine Plasmidpraparation durchgefiihrt. Als
letzter Schritt erfolgte die Bestimmung der DNA-Sequenz, also der Nukleotid-Abfolge. Diese
Sequenzierung erfolgte durch Eurofins/MWG Operon (Martinsried, Deutschland). Die
Plasmide mit der vollstdndigen Liange wurden als hOAT1-Prom bzw. hOAT3-Prom
bezeichnet.

Primer hOAT1-Prom:

Gen: hOAT1 / SLC22A6

Lokalisation: 62754161 bis 62752162

accessionno.: NC_000011.9

sense (Nhe |): GGGCTAGCAGTGAGGATGTGGGTCCAAG
antisense (Xho I): GGCTCGAGTGGGCCAGGCCCAGCCCAGT
kodiert fiir ein 1999 bp groRes PCR-Produkt

Primer hOAT3-Prom:

Gen: hOAT3 /SLC22A8

Lokalisation: 62784509 bis 62782427

accessionno.: NC_000011.9

sense (Nhe |): GGGCTAGCGTGATAGATCCCCCAATAAGG
antisense (Xho I): GGCTCGAGGCAGCTCAGCTCTAACAAGC
kodiert fiir ein 2082 bp groRes PCR-Produkt
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3.6 Reporter-Gen-Assay (SEAP)

Beim SEAP-Assay handelt sich um ein Verfahren zur Quantifizierung von
Promotoraktivitaten oder Genexpressionen.

Hierbei werden die OK-Zellen zunichst mit den hOAT1/3-Prom und einer sekretorischen
alkalischen Phosphatase (SEAP) enthaltenen Plasmid transfiziert. Durch die Stimulation des
Promotors kommt es zur Bildung der Phosphatase und Sekretion nach extrazellular. Je
starker dabei der Signalweg aktiviert wird, desto ausgepragter ist die zu bestimmende
SEAP-Aktivitat im Medium. Dabei wird ein chemolumineszentes Substrat von der
alkalischen Phosphatase dephosphoryliert, wodurch ein instabiles Anion entsteht. Dieses
zerfallt und emitiert Licht mit einer maximalen Intensitdt bei etwa 480 nm. Diese
Eigenschaft wird verwendet, um die Aktivitdit des Promotors und die Regulation der
Genexpression zu bestimmen.

3.6.1 Transfektion von hOAT1 und hOAT3

Die HEK-Zellen wurden in 24-well-Schalen angesat und wuchsen, bis eine Konflueszenz von
50-80% erreicht war. Fir die Transfektion wurde zunachst ein Mastermix steril hergestellt.
Hierflr wurden pro Well 0,6ug des jeweiligen Plasmides von hOAT1 bzw. hOAT3 und 0,006
pg lacZz in 20ul serumfreies Medium gegeben. Anschliefend wurde 1,6pl FuGene®
(FuGene® transfection kit von Promega, Madison, Wisconsin, USA) zugefligt und gemischt.
Wahrend der Mastermix 15 bis 20 Minuten bei Raumtemperatur ruhte, wurde den Zellen
das Medium abgenommen und pro well 200ul frisches serumhaltiges Medium zugegeben.
AnschliBend wurden 20ul des Mastermixes auf die Zellen gegeben, leicht geschwenkt, und
anschlieRend in den Brutschrank gestellt. Nach 24 Stunden erfolgte ein erneuter Wechsel
auf 500ul serumfreies Medium. Nach weiteren 24 Stunden wurde das gesamte Medium in
beschriftete Eppendorf-Gefalle Uberfihrt und bei -20°C im Gefrierschrank aufbewahrt.
Hierbei handelte es sich um die "Null"-Werte als Ausgang fiir die Bestimmung der SEAP-
Aktivitat.

3.6.2 Transfektion des SEAP-Basic

Die HEK-Zellen wurden in 24-well-Schalen angesat und das Medium unmittelbar vor der
Transfektion abgenommen und verworfen. Die Transfektion wurde bei einer Konflueszenz
von 40-80% durchgefiihrt. Fir den Reaktionsansatz wurden 0,6ul des leeren Plasmids in
20ul serumfreiem Medium gel6st. AnschlieBend wurden 2,4ul des Transfektionsreagens
Polyfect hinzugegeben und durch mehrfaches Aufnehmen mit der Pipette gut gemischt. Der
Ansatz wurde flnf bis zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit
wurde den Zellen 300pl frisches serumhaltiges Medium zugegeben. Im Anschluss wurde
120ul serumhaltiges Medium zum Transfektionsansatz gegeben und ebenfalls gut
vermischt. 142ul dieser Mischung wurde auf die Zellen gegeben und fiir 24 Stunden im
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Brutschrank inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein Wechsel auf 500ul serumfreies Medium.
Nach weiteren 24 Stunden wurde das gesamte Medium in beschriftete Eppendorf-Gefalle
Uberfihrt und bei -20°C im Gefrierschrank aufbewahrt. Auch hier handelte es sich um die
"Null"-Werte als Ausgang zur Bestimmung der SEAP-Aktivitat.

3.6.3 Hypoxiebehandlung mit anschlieBender Reperfusion

AnschlieBend wurden die Kontroll-Zellen unter Standardbedingungen fiir zwei Stunden
weiter kultiviert, wahrend die Ischamie-Zellen in der Hypoxiekammer einer modellhaften
Ischamie bestehend aus Hypoxie, Azidose und Aglykdmie unterzogen wurden. Hierfir
wurde den Zellen unmittelbar vor der Behandlung 500ul des entsprechenden Puffers
zugefiigt: den Kontrollzellen der Bicarb-HEPES-Puffer und den Ischdamie-Zellen der Bicarb-
MES-Puffer. Direkt im Anschluss an die Ischamie bzw. die Behandlung unter
Standardbedingungen wurden die entsprechenden Antagonisten und Inhibitoren
zugegeben und einer 6-stiindigen Reperfusion unter Standardbedingungen zugefiihrt.
Dabei erfolgte die Auftragung der EP2- und EP4-Antagonisten fiir hOAT1, hOAT3 und SEAP
Basic analog zu Tabelle 4 schematisch dargestellten Versuchen zur Fluoresceinaufnahme.
Die Belegung der Kontroll- und Ischamiezellen mit Zugabe der verschiedenen COX-Hemmer
ist nachfolgend dargestellt. Auch hier wurden fir den hOAT1-, hOAT3- und SEAP-Basic
jeweils zwei 24-Wellplatten (Kontroll- und Ischdmiezellen) hergestellt.

Tabelle 5: Auftragung der verschiedenen COX-Hemmer fiir den SEAP-Assay.

Kontrollzellen (control) Ischdmie-Reperfusions-Zellen (model I/R)
control model I/R

control +10uM indom. model I/R + 10uM indom.

(Indometacin, Unspezifischer COX-Hemmer) (Indometacin, Unspezifischer COX-Hemmer
control +10uM SC560 model I/R + 10uM SC560

(Spezifischer COX2-Hemmer) (Spezifischer COX2-Hemmer)

control + 10uM SC58125 model I/R + 10pM SC58125

(Spezifischer COX2-Hemmer) (Spezifischer COX2-Hemmer)

3.6.4 Analyse der SEAP-Aktivitat und B-Galaktosidase-Bestimmung

Nach erfolgter Reperfusion wurden sowohl die Kontroll-, als auch die Ischamiezellen mittels
100ul MOPS/Triton lysiert und fur etwa 30 Minuten inkubiert. Dann wurden die Zellen
mittels Pipette vom Boden der Wells abgekratzt und mehrfach resuspendiert, um eine
sichere Lyse der Zellen zu erreichen. AnschlieBend wurde das Gemisch eines jeden Wells in
Eppendorf-Gefalle tGberfihrt und fir 10 Minuten bei 12000 rpm zentrifugiert.

Fiir die Probenaufbereitung und Messung des SEAP-Assays war zunachst die Herstellung
des SEAP-Puffers erforderlich. Dieser wurde aus 60 mM L-Homoarginin, 3 mM MgCl,,
0,2mM ZnCl; und 100mM Tris-HCl hergestellt und bei 4°C im Kihlschrank gelagert. Im
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Anschluss wurden jeweils 60ul der SEAP-Proben mit 60ul SEAP-Puffer vermischt und fiir 30
Minuten bei 65°C im Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben kurz auf Eis
gestellt und dann bei Raumtemperatur belassen. Jeweils 100ul dieses Gemisches wurde in
eine lichtundurchldssige 96-well-Platte gegeben und erst kurz vor Messung der
Fluoreszenzentwicklung wurde 100ul AttoPhos-AP-Losung zugegeben. Die SEAP-Aktivitat
wurde anschlieRend im Tecan infinite M200 (Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz)
bestimmt. Nachfolgend ist der zeitliche Ablauf des SEAP-Assays schematisch dargestellt.

1) 2) 3) 4)5) 6)
e S
10 Tage 24 5td 65td

1) Aussaat der Zellen, Mediumwechsel alle 3 Tage

2) Transfektion

3) Ischdmie- bzw. Standard-Behandlung

4) Auftragung von Inhibitoren bzw. Antagonisten
5) Reperfusion

6) Lyse und Messung

Abb. 5: Zeitlicher Ablauf des SEAP-Assays, Zeitangaben nicht malistabsgetreu

Durch die Bildung der RGalaktosidase kann die erfolgreiche Transfektion getestet werden.
Das LacZ-Gen kodiert die Bildung des Enzyms B-Galaktosidase, welches zuvor gemeinsam
mit den Primern fir hOAT1 und hOAT3 in die HEK-Zellen transfiziert wurde. Wenn diese
Transfektion erfolgreich war, wird das Enzym gebildet und ein gelber Farbstoff erzeugt, der
die positive Reaktion anzeigt. Fir die Bestimmung der B-Galaktosidase wurden 10ul des
Lysates gemeinsam mit 50ul Clevage Buffer und 20ul ONPG (o-Nitrophenyl-B-D-
galactopyranosid) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert bis eine Gelbfarbung
eintrat. Dann wurde die Reaktion mit 125ul Stop-Puffer abgestoppt und die Absorption in
einem Multiwellplattenreader (Tecan Sunrise, Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz) bei
405nm gemessen.

3.7 R(everse)-T(ranskriptase)-PCR

Bei einer Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um eine sehr sensitive Methode zum
Nachweis von RNA und zur Quantifizierung der Starke der Gentranskription.

Die DNA einer jeden Zelle enthalt den verschlisselten Code zur Herstellung einer Vielzahl
von Proteinen. Den Vorgang der Umsetzung dieses Bauplans bis hin zum fertigen Protein
nennt man Proteinbiosynthese. Hierbei werden von unterschiedlichen Abschnitten
doppelstrangiger DNA einzelstrangige RNA-Kopien hergestellt. Diese kénnen mittels einer
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Reversen Transkriptase in stabilere cDNA umgeschrieben werden, die dann wiederum
durch die Polymerase Kettenreaktion vervielfaltigt wird und nachgewiesen werden kann.
Um die gewlinschte RNA nachweisen zu kdnnen, miissen sich an die jeweilige cDNA
spezifische Primer anlagern, die sich mit den entsprechenden Basenstrange verbinden und
diese kopieren. Wenn eine bestimmte Menge an DNA-Kopien vorliegt, konnen diese mittels
Agarose-Gel-Elektrophorese nach ihrer GroBe aufgetrennt und anschlieBend mittels
Ethidiumbromidfarbung sichtbar gemacht werden.

Die RNA der HEK-Zellen wurde mittels des RNA-Isolationskits extrahiert (Qiagen, Hilden,
Germany). Nach Bestimmung der RNA-Konzentration wurde die cDNA mittels iScript
(Biorad, CA, USA) ermittelt und die RT-PCR nach dem iQ SYBR-Green Supermix-Protokoll
(Biorad, CA USA) durchgefiuhrt. Hierbei erfolgte die initiale Denaturierung und
Enzymaktivierung bei 95°C fir drei Minuten. Die anschlieRende PCR-Amplifikation wurde
mit 40 Zyklen durchgefiihrt, wobei zunachst die Trennung der DNA-Striange ebenfalls bei
95°C fir 15 Sekunden erfolgte, dann die Anlagerung der Primer fiir 30 Sekunden bei 60°C
und schlieRlich die Synthese des komplementaren Stranges fir 30 Sekunden bei 72°C.

Die verwendeten Primer und die daraus entstandenen Produkte fiir die humanen
Prostaglandin-Rezeptoren-E2 und -E4 sind nachfolgend aufgelistet:

Primer humaner Prostaglandin-E2-Rezeptor (hEP2):

sense: 5'- AGA GGG GAA AGG GTG TCC AT -3’
antisense: 5’- CCA AAG GCC AAG TAC CAT GC-3’
kodiert fiir ein 562 bp groRes RT-PCR-Produkt
Intron: 11829 bp grof} (accession no. NT_026437.12)

Primer humaner Prostaglandin-E4-Rezeptor (hEP4):

sense: 5'- TGC TTC ATC GAC TGG ACC AC -3’
antisense: 5'- TTC TCG CTC CAA ACT TGG CT -3’
kodiert fiir ein 408 bp groRes RT-PCR-Produkt
Intron: 9918 bp grof’ (accession no. NT_006576.16)

Die RT-PCR-Produkte wurden im Anschluss mittels Agarose-Gel-Elektrophorese und
Schmelzpunktanalyse auf ihre korrekte GroRRe getestet. AnschlieRend wurden die PCR-
Produkte eluiert und durch Eurofins/MWG Operon (Martinsried, Germany) sequenziert.

3.8 Datenanalyse

Die Fluoreszenzmessung erfolgte im Victor?-Fluorenzcounter und die SEAP-Aktivitat wurde
im Tecan Sunrise gemessen. Die Berechnung und Auswertung dieser Daten wurde mittels
Microsoft Excel 2007 durchgefiihrt. Die Darstellung erfolgte als Mittelwert £ SEM (standard
error of means, mittlerer Fehler des Mittelwertes). Der mit n angegebene Wert wird im
Text definiert oder in jedem Graph angegeben und entspricht der Anzahl an
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durchgefiihrten Versuchen. Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA (analysis of
variance, Varianzanalyse) und dem Student-Newman-Keuls-Test bestimmt. Als statistisch
signifikant wurde eine Fehlerwahrscheinlichkleit von p < 0,05 angesehen.
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4. Ergebnisse

4.1 Basolaterale Fluorescein-Aufnahme

4.1.1 Effekte von Proteinkinase-A- und Phospholipase-C-Inhibitoren auf die
Expressionsregulation von hAOT1 und hOAT3

In Abbildung 7 ist die Aufnahme von Fluorescein als klassisches organisches Anion in einer
OK-Zelllinie im Ischamie-Reperfusions-Modell dargestellt. Die OK-Zellen wurden entweder
unter Standardbedingungen (control) oder unter ischdmischen Bedingungen (model I/R)
jeweils in An-oder Abwesenheit von 10uM des Proteinkinase-A-Hemmers H89 inkubiert
(control + H89 vs. model I/R + H89). Es zeigte sich eine signifikante Abschwichung der
Aufnahme von Fluorescein nach erfolgter Ischamie-Reperfusion gegeniiber den unter
Standardbedingungen kultivierten Modellzellen. Durch Zugabe des Proteinkinase-A-
Hemmers H89 konnte die durch Ischamie-Reperfusion induzierte Verminderung der
zellularen Fluoresceinaufnahme vollstandig aufgehoben werden. Unter
Kontrollbedingungen konnte hingegen kein Effekt des Proteinkinase-A-Hemmers auf die
zelluldre Fluoresceinaufnahme beobachtet werden.
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Abbildung 7: Basolaterale Aufnahme von organischen Anionen in OK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell:
Effekt der PKA-Inhibitoren. * statistische Signifikanz zu "control"
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Die Beeinflussbarkeit der zellularen Fluoresceinaufnahme durch Hemmung der
Phospholipase-C ist in Abbildung 8 gezeigt. Wie in dem vorangegangenen Experiment
wurden die OK-Zellen entweder unter Standardbedingungen (control) oder ischdmischen
Bedingungen (model I/R) kultiviert. 5uM des Phospholipase-C-Hemmers U-73122 wurde
jeweils zu einer Gruppe der Kontroll- und Ischamiegruppe hinzu gegeben. Die
Modellischamie (model I/R) fiihrte gegeniber der unbehandelten Kontrolle (control) zu
einer signifikanten Reduktion der Aufnahme. Dieser Effekt wurde durch Zugabe des PLC-
Inhibitors (model I/R + U-73122) nicht beeinflusst.
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Abbildung 8: Basolaterale Aufnahme von organischen Anionen in OK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell:
Effekt der PLC-Inhibitoren. * statistische Signifikanz zu "control"

Durch den positiven Effekt der Proteinkinase-A-Inhibierung und des Ausbleiben einer
Wirkung durch Hemmung der Phospholipase-C liegt nahe, dass die abgeschwachte
Fluoresceinaufnahme durch die EP2- und/oder EP4-Rezeptoren vermittelt sein kénnten.
Entsprechend wurde deren Antagonisierung nachfolgend getestet.

4.1.2 Effekte von EP2- und EP4-Antagonisten auf die Expressionsregulation von hAOT1
und hOAT3

Im nachsten Schritt wurde die Beeinflussbarkeit der Fluoresceinaufnahme durch
Antagonisierung der Prostaglandin-E2- und E4-Rezeptoren mittels Applikation von AH6809
und L161,982 untersucht.

26



Wie in Abbildung 9 dargestellt, wurden die OK-Zellen in An- oder Abwesenheit von 35uM
des EP2-Antagonisten AH6809 und 5uM des EP4-Antagonisten L161,982 entweder unter
Standardbedingungen (control) oder ischdmischen Bedingungen (model I/R) kultiviert.
Analog zu den vorangegangenen Experimenten ist auch hier die Fluoresceinaufnahme der
unbehandelten Ischamie-Reperfusions-Gruppe (model I/R) gegeniiber den Kontrollzellen
(control) signifikant reduziert.
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Abbildung 9: Basolaterale Aufnahme von organischen Anionen in OK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell:
Effekt von EP2- und EP4-Antagonisten. * statistische Signifikanz zu "control", # statistische Signifikanz zu "model
I/Ru

Es wurde kein Effekt des EP2-Antagonisten AH6809 auf die zelluldre Fluoresceinaufnahme
der Kontrollgruppe (control + 35uM AH6809) beobachtet. Unter ischdmischen Bedingungen
zeigte sich in Gegenwart des EP2-Antagonisten AH6809 (model I/R + 35uM AH6809) eine
Abschwachung der Ischamie-induzierten Verminderung der Fluoresceinaufnahme, jedoch
war diese zur unbehandelten Kontrollgruppe (control) weiterhin signifikant reduziert.

In Folge der Behandlung der Kontrollzellen mit dem EP4-Antagonist L161,982 (control +
5uM L161,982) kam es zu keiner veranderten Fluoresceinaufnahme. Eine deutliche Wirkung
zeigte sich bei den Ischamie-Zellen. Die Ischdamie-induzierte Hemmung der zelluldren
Fluoresceinaufnahme wurde durch L161,982 vollstindig aufgehoben (model I/R +
L161,982). Die Fluoresceinaufnahmerate der Ischdmie-Zellen in Gegenwart des EP4-
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Antagonisten (control + 5uM L161,982) wies keine signifikanten Unterschiede zur
unbehandelten Kontrolle (control) auf, war jedoch gegeniiber der reinen Ischiamie-
Reperfusion (model I/R) signifikant erh6ht (gekennzeichnet mit #).

Die Ischamie-Reperfusions-induzierte Verringerung der zelluldaren Fluoresceinaufnahme
kann durch Antagonisierung des EP4-Rezeptors vollstandig aufgehoben werden, jedoch
zeigt eine EP2-Hemmung keinen Unterschied. Um diese Ergebnisse zu validieren, wurden
im Folgenden die Wirkungen von EP2- und EP4-Agonisten untersucht.

4.1.3 Effekte von EP2- und EP4-Agonisten auf die Expressionsregulation von
hAOT1 und hOAT3

In diesen Versuchen wurden die EP2- und EP4-Agonisten Butaprost und TCS2510 den unter
Standardbedingungen kultivierten OK-Zellen zugefligt. Diese Untersuchung erfolgte zur
Verifizierung der zuvor erhobenen Ergebnisse, da hier eine gegenteilige Wirkung gegeniiber
der EP2- und EP4-Antagonisten zu erwarten war. Wie in Abbildung 10 dargestellt, erfolgte
eine dosisabhdngige Zugabe von Butaprost zu den Kontrollzellen ohne Ischdamie-
Behandlung mit anschlieBender Bestimmung des Fluoresceintransportes in proximale
Tubuluszellen. Es zeigte sich, dass nach Applikation von 5, 50 und 100uM Butaprost keine
signifikante Anderung, zur Fluoresceinaufnahme ohne Zugabe von Butaprost, stattfand.
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Abbildung 10: Basolaterale Aufnahme von organischen Anionen in OK-Zellen unter kontrollierten Konditionen:
Effekt von EP2-Agonisten
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Analog erfolgte die Zugabe von TCS2510 zu den proximalen Tubuluszellen mit
anschlieBender Messung der Fluoresceinaufnahme. Wie in Abbildung 11 ersichtlich,
erfolgte die Applikation von 0, 2,5, 25 und 50 uM des EP4-Rezeptor-Agonisten. Nach
Zugabe der kleinsten Dosis von 2,5 uM zeigte sich kein Unterschied in der
Fluoresceinaufnahme gegeniliber den proximalen Tubuluszellen ohne TCS2510-Inkubation.
Eine signifikante dosisabhangige Reduktion konnte jedoch nach Applikation von 25 und 50
UM im Vergleich zu den unbehandelten Zellen beobachtet werden.
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Abbildung 11: Basolaterale Aufnahme von organischen Anionen in OK-Zellen unter kontrollierten Konditionen:
Effekt von EP4-Agonisten. * statistische Signifikanz zu "control"

Der vermutete Effekt, dass eine Agonisierung des EP4-Rezeptors zu einer Abschwachung
der zelluldren Fluoresceinaufnahme fiihrt, bestétigte sich. Der EP2-Agonist Butaprost blieb
ohne Wirkung.

4.2 Reporter-Gen-Assays
4.2.1 Effekte von COX-Inhibitoren auf die Expressionsregulation von hAOT1 und hOAT3

Die Effekte der verschiedenen COX-Hemmer auf die Promotoraktivitdt der organischen
Anionentransporter wurden anhand der Aktivitdit des SEAP-Reporter-Gen-Assays fir
hOAT1, hOAT3 und einem Basic-SEAP bestimmt.

In der Abbildung 12 ist das SEAP-Signal fir hOAT1 dargestellt. Die HEK-Zellen wurden in An-
oder Abwesenheit des unspezifischen COX-Hemmers Indometacin, des COX1-Hemmers
SC560 und des COX2-Hemmers SC58125 entweder unter Standardbedingungen oder
ischamischen Bedingungen kultiviert.
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Hierbei zeigte sich eine signifikante Reduktion des SEAP-Signals in Folge einer Ischamie-
Behandlung (model I/R) im Vergleich zu den unter Standardbedingungen kultivierten
Kontrollzellen (control).

Die Behandlung der Kontrollzellen mit dem unspezifischen COX-Hemmer Indometacin
(control + 10uM indom.) hatte keinen Einfluss auf die SEAP-Aktivitat. Die Gabe von
Indometacin nach erfolgter Ischdmie-Reperfusion (model I/R + 10uM indom.) bewirkte eine
teilweise Aufhebung der Ischdmie-induzierten Reduktion des SEAP-Signals. Die gemessene
SEAP-Aktivitat war im Vergleich zu den Kontrollzellen (control) signifikant erniedrigt
(gekennzeichnet mit *), im Vergleich zu den Ischdmie-Reperfusions-Zellen (model I/R) aber
signifikant erhoht (gekennzeichnet mit #).

Analoge Effekte wurden bei der Behandlung der Zellen mit dem spezifischen COX1-Hemmer
SC560 beobachtet. SC560 hatte keinen Einfluss auf die SEAP-Aktivitdt der Kontrollzellen
(control), bewirkte aber eine signifikante Verminderung der Ischdamie-induzierten
Reduktion des SEAP-Signals (model I/R + 10uM SC560 im Vergleich zu model I/R). Mit Bezug
auf die Kontrollzellen war die gemessene SEAP-Aktivitat SC560-behandelter Zellen aber
weiterhin signifikant reduziert.

Die Behandlung der Zellen mit dem spezifischen COX2-Inhibitor SC58125 hatte keine
Auswirkung auf die gemessene SEAP-Aktivitat. Im Vergleich der Kontrollzellen mit und ohne
Zugabe von SC58125 (control vs. control + 10uM SC58125) zeigte sich kein Unterschied im
SEAP-Signal, ebenso wie im Vergleich der Ischamie-Zellen mit und ohne Zugabe von
SC58125 (model I/R vs. model I/R + 10pM SC58125).
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Abbildung 12: SEAP-Reporter-Gen-Assay in transfizierten HEK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell: Effekt
von COX-Inhibitoren in hOAt1-Prom. * statistische Signifikanz zu "control", # statistische Signifikanz zu "model
I/Rn
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Analog zu dem vorangegangenen Versuch wurde die SEAP-Aktivitdt des hOAT3 bestimmt. In
der Abbildung 13 ist das SEAP-Signal fir hOAT3 dargestellt. Die HEK-Zellen wurden in An-
oder Abwesenheit des unspezifischen COX-Hemmers Indometacin, des COX1-Hemmers
SC560 und des COX2-Hemmers SC58125 entweder unter Standardbedingungen oder
ischamischen Bedingungen kultiviert.

Die Behandlung der Kontrollzellen mit dem unspezifischen COX-Hemmer Indometacin
(control + 10uM indom.) hatte keinen Einfluss auf die SEAP-Aktivitdt. Die Gabe von
Indometacin nach erfolgter Ischdmie-Reperfusion (model I/R + 10uM indom.) bewirkte eine
teilweise Aufhebung der Ischamie-induzierten Reduktion des SEAP-Signals. Die gemessene
SEAP-Aktivitat war im Vergleich zu den Kontrollzellen (control) signifikant erniedrigt
(gekennzeichnet mit *), im Vergleich zu den Ischdmie-Reperfusions-Zellen (model I/R) aber
signifikant erhoht (gekennzeichnet mit #).

Ahnliche Effekte wurden bei der Behandlung der Zellen mit dem spezifischen COX1-
Hemmer SC560 beobachtet. SC560 verstarkte die SEAP-Aktivitat bereits in der Gruppe der
Kontrollzellen (control) signifikant und bewirkte weiterhin eine signifikante Verminderung
der Ischdmie-induzierten Reduktion des SEAP-Signals (model I/R + 10uM SC560 im
Vergleich zu model I/R). Mit Bezug auf die Kontrollzellen war die gemessene SEAP-Aktivitat
SC560-behandelter Zellen aber weiterhin signifikant reduziert.

Die Behandlung der Zellen mit dem spezifischen COX2-Inhibitor SC58125 hatte keine
Auswirkung auf die gemessene SEAP-Aktivitat. Im Vergleich der Kontrollzellen mit und ohne
Zugabe von SC58125 (control vs. control + 10uM SC58125) zeigte sich kein Unterschied im
SEAP-Signal, ebenso wie im Vergleich der Ischamie-Zellen mit und ohne Zugabe von
SC58125 (model I/R vs. model I/R + 10pM SC58125).
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Abbildung 53: SEAP-Reporter-Gen-Assay in transfizierten HEK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell: Effekt
von COX-Inhibitoren in hOAT3-Prom. * statistische Signifikanz zu "control", # statistische Signifikanz zu "model
I/Ru
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Die Effekte der verschiedenen COX-Hemmer im SEAP wurden auch fur einen leeren Vektor
untersucht. Durch Transfektion dieses leeren Vektors sollte die Ischamie-Reperfusion hier
ohne Effekte bleiben.

Wie in Abbildung 14 dargestellt, wurden in An- oder Abwesenheit des unspezifischen COX-
Hemmers Indometacin, des COX1-Inhibitors SC580 und des COX2-Hemmers SC58125 die
SEAP-Signale unter Standardbedinungen (control) und nach stattgehabter Ischamie-
Reperfusion (model I/R) untersucht. Unter ischamischen Bedingungen wurde bei allen
Zellen eine signifikante Abnahme der SEAP-Aktivitdit beobachtet, wahrend in den
Kontrollzellen keine Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle (control) auftraten.

Die Behandlung der Ischamie-Zellen, sowohl mit Indometacin (model I/R + 10uM indom.),
dem COX1-Hemmer SC580 (model I/R + 10uM Sc560) sowie dem COX2-Inhibitor SC58125
(model I/R + 10puM SC5812), konnten die Abschwiachung des SEAP-Signals nicht aufheben.
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Abbildung 14: SEAP-Reporter-Gen-Assay in transfizierten HEK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell: Effekt
von COX-Inhibitoren im SEAP2-Basic. * statistische Signifikanz zu "control"

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich die abgeschwachte Expression von hOAT
und hOAT3 infolge einer Ischamie-Reperfusion durch selektive COX1-Hemmer und den
unspezifischen COX-Inhibitor Indometacin gegenliber den unbehandelten Ischamie-
Reperfusions-Zellen aufheben lasst, wahrend COX2-Hemmer keinen Effekt zeigen. Die
Expression der SEAP-Basic-Zellen bleibt trotz Applikation der verschiedenen COX-
Inhibitoren signifikant abgeschwacht.
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4.2.2 Effekte von EP2- und EP4-Antagonisten auf die Expressionsregulation von hAOT1
und hOAT3

Im nachsten Schritt wurden die Effekte der EP2- und EP4-Antagonisten auf Expression von
hOAT1 nach stattgehabter Ischamie-Reperfusion im SEAP-Assay untersucht. Wie in
Abbildung 15 dargestellt, zeigten die unter Standardbedingungen kultiverten Zellen einen
leichten Anstieg des SEAP-Signals nach Zugabe der jeweiligen Antagonisten gegeniber der
unbehandelten Kontrolle. Unter ischamischen Bedingungen (model I/R) war das Signal in
allen Gruppen signifikant reduziert im Verlgeich zur unbehandelten Kontrolle (control). Der
EP2-Antagonisten AH6809 (model I/R + 35uM AH6809) blieb auf diesen Effekt ohne
Wirkung. Jedoch wurde die Ischamie-Reperfusions-bedingte Abschwachung des Signals
durch den EP4-Antagonisten L191,982 (model I/R + 5uM L191,982) gegeniiber den
unbehandelten Ischamie-Zellen (model I/R) teilweise aufgehoben (gekennzeichnet mit #).
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Abbildung 15: SEAP-Reporter-Gen-Assay in transfizierten HEK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell: Effekt
von EP2- und EP4-Antagonisten in hOAT1-Prom. * statistische Signifikanz zu "control", # statistische Signifikanz
zu "model I/R"

Analog zum vorangegangenen Versuch erfolgte die Durchfiihrung fir den hOAT3. Die
Ergebnisse des Reporter-Gen-Assays des hOAT3 sind in der Abbildung 16 zusammengefasst.
Das SEAP-Signal der unter Standardbedingungen kultivierten Zellen (control) wurde durch
den EP4-Antagonisten L191,982 leicht angehoben. Nach Ischdmie-Reperfusion (model I/R)
verringerte sich das SEAP-Singal signifikant im Vergleich zu den Kontrollzellen (control).
Diese Abschwachung konnte durch den EP2-Antagonisten AH6809 nicht aufgehoben
werden. Eine teilweise Aufhebung des verringerten SEAP-Signals gegeniiber den
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unbehandelten Ischdmie-Zellen (model I/R) wurde jedoch durch den EP4-Antagonisten
L191,982 (model I/R + 5uM L191,982) bewirkt (gekennzeichnet mit #).
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Abbildung 16:: SEAP-Reporter-Gen-Assay in transfizierten HEK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell: Effekt
von EP2- und EP4-Antagonisten in hOAT3-Prom. * statistische Signifikanz zu "control", # statistische Signifikanz
zu "model I/R"

Die Effekte der EP2- und EP4-Antagonisten (AH6809 und L191,982) im SEAP wurden auch
fir einen leeren Vektor untersucht. Auch hier sollte durch die Transfektion des leeren
Vektors kein Effekt auftreten und somit als "Negativkontrolle" zu werten sein.

Wie in Abbildung 17 dargestellt, wurden in An- oder Abwesenheit von AH6809 (EP2-
Antagonist) und L191,982 (EP4-Antagonist) die SEAP-Signale unter Standardbedinungen
(control) und nach stattgehabter Ischamie-Reperfusion (model I/R) untersucht. Unter
ischamischen Bedingungen wurde bei allen Zellen eine signifikante Abnahme der SEAP-
Aktivitdt beobachtet. In den Kontrollzellen bewirkte der EP4-Antagonist (control + 5uM
L191,982) eine nicht signifikante Anhebung des SEAP-Signals gegenliber der unbehandelten
Kontrolle (control).

Durch die Behandlung der Ischimie-Zellen, sowohl mit AH6809 (model I/R + 35uM
AH6809), als auch mit L191,982 (model I/R + 5uM L191,982) konnte die Abschwachung des
SEAP-Signals nicht aufgehoben werden.
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Abbildung 17: SEAP-Reporter-Gen-Assay in transfizierten HEK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell: Effekt
von EP2- und EP4-Antagonisten in SEAP2-Basic. * statistische Signifikanz zu "control"

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Abschwachung der Expression von hOAT1
und hOAT3 infolge einer Ischamie-Reperfusions-Schadigung durch Antagonisierung des
EP4-Rezeptors im Vergleich zu den Ischamie-Zellen ohne weitere Behandlung aufzuheben
ist. Der EP2-Antagonist hat dabei keinen Effekt. Die Expression des SEAP-Basic bleibt auch
nach Applikation der Antagonisten weiterhin signifikant reduziert.

4.2.3 Effekte von EP2- und EP4-Agonisten auf die Expressionsregulation von hAOT1 und
hOAT3

Im Folgenden wurden auch von den jeweiligen Agonisten die SEAP-Aktivitaten bestimmt.
Wie in den Versuchen zur Fluorescein-Aufnahme sollte die Applikation von EP2- und EP4-
Agonisten einen gegenteiligen Effekt zur Applikation der entsprechenden Antagonisten
hervorrufen. Auch hier war das Experiment zur Verifizierung der vorangegangen Versuche
durchgefiihrt worden. Die Abbildungen 18 und 19 zeigen die Ergebnisse fiir hOAT1 und
hOAT3. Aufgetragen sind dabei der EP2-Agonist Butaprost in verschiedenen Dosierungen
zwischen 0 und 100uM. Hierbei lieB sich kein dosisabhangiger Effekt auf das SEAP-Signal
herausstellen. Die Daten des hOAT3 zeigten dabei ein dhnliches Bild. Nach Applikation von
5uM Butaprost kam es zu einer signifikanten Steigerung des SEAP-Signals gegeniiber
unbehandelten Zellen. In den weiteren Proben von 50 und 100uM zeigten sich keine
relevanten Veranderungen.

In den Abbildungen 20 und 21 sind die Ergebnisse der Wirkung des EP4-Agonisten auf das
SEAP-Signal des hOAT1 und hOAT3 dargestellt. Es wurden Konzentrationen von 0 bis 50 uM
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aufgetragen. Nach Applikation von 2,5uM TCS2510 konnte eine signifikante Steigerung
gegenliber den unbehandelten Zellen beobachtet werden. In den héheren Dosierungen von
25 und 50uM kam es zu einer relevanten dosisabhangigen Abnahme der SEAP-Aktivitat.
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Abbildung 18: SEAP-Reporter-Gen-Assay in transfizierten HEK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell: Effekt
von Butaprost in hOAT1-Prom
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Abbildung 19:: SEAP-Reporter-Gen-Assay in transfizierten HEK-Zellen im Ischamie-Reperfusions-Modell: Effekt
von Butaprost in hOAT3-Prom. * statistische Signifikanz zu "control"
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Ahnliche Ergebnisse wurden auch beim hOAT3 auffallig. Hierbei kam ebenfalls zunichst zu
einer Steigerung des Signals nach Applikation von 2,5uM TCS2510, in den hdoheren
Dosierungen fiel eine dosisabhangige Reduktion des Signals unter 25 und 50uM auf.
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Zusammenfassend zeigt die Zugabe der EP4-Agonisten zu OAT1- und OAT3-Kontrollzellen
eine dosisabhangige Abnahme der Expression, wahrend der EP2-Agonist ohne Effekt auf die
Expression bleibt.

4.2.4 Nachweis von EP2- und EP4-mRNA

Mit dem Nachweis von EP2- und EP4-mRNA in HEK-Zellen konnte gezeigt werden, dass die
beiden Rezeptoren tatsachlich in den Zellen vorhanden und die Ergebnisse damit valide
sind.

Mittels RT-PCR wurde die mRNA amplifiziert und das entstandene PCR-Produkt
gelelektrophoretisch untersucht und ausgeschnitten (siehe Abbildung 22). In der
anschlieRenden Sequenzierung durch Eurofins/MWG Operon (Martinsried, Deutschland)
konnten die Genprodukte mit einer Grofle von 562 bp bzw. 408 bp den EP2- und EP4-
Rezeptoren zugeordnet werden.

Abbildung 22: Detektion von EP2- und EP4-mRNA in HEK-Zellen
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5. Diskussion
5.1 Allgemeines

Voruntersuchungen von Schneider et al. 2007 und 2009, sowie Sauvant C et al. 2007
belegen eine abgeschwéachte Expression von OAT1 und OAT3 in Folge eines ischdmischen
Nierenschadens im Rattenmodell. Aufbauend auf diese bereits gewonnen Erkenntnisse war
es Ziel dieser Arbeit, die Transkriptionsregulation von hOAT1 und hOAT3 nach
stattgehabter Ischdmie-Reperfusion und die zu Grunde liegende Signalkaskade zu
untersuchen.

Um die Abldaufe und Ergebnisse der Experimente auch in einem gedanklich logischen
Kontext darzustellen und diskutieren zu kénnen, wurden einige bereits im Ergebnisteil
getroffenen Aussagen in der Diskussion wiederholt.

5.2 Fluorescein-Transport in proximale Tubuluszellen (OK-Zellen)

In Voruntersuchungen (Sauvant C et al. 2010) konnte gezeigt werden, dass Ischdamie-
Reperfusion den Transport von Fluorescein und anderen organischen Anionen in proximale
Tubuluszellen vermindert. Aulerdem wurde festgestellt, dass eine OAT1- und OAT3-
Regulation durch COX1-Metabolite stattfindet (Bischoff A et al. 2014).

Die Prostaglandinrezeptoren EP1-4 sind unter anderem im Nierengewebe befindlich und
gut charakterisiert. Eine Vermittlung der genannten Effekte Uber einen dieser Rezeptoren
schien wahrscheinlich, sodass in dieser Arbeit die Identifizierung einer moglichen
Signalkaskade angestrebt wurde. Des Weiteren sollte die Abschwachung und der Einfluss
von COX-Metaboliten auf die Expression, und somit auch die Funktion, der organischen
Anionentransporter nach einem Ischamie-Reperfusionsschaden untersucht werden. Fir
diesen funktionellen Versuch wurde die basolaterale Aufnahme des klassischen
organischen Anions Fluorescein in proximale Tubuluszellen nach einer Ischamie-
Reperfusion bestimmt.

Die Prostaglandinrezeptoren EP2 und EP4 vermitteln ihre Effekte Gber eine Aktivierung der
Proteinkinase A (PKA). EP4 ist zudem in Lage, eine Phospholipase-C-mediierte (PLC)
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) zu induzieren. In dieser Arbeit wurde der Effekt einer
PKA-Inhibition mittels H89 bzw. einer PLC-Inhibition mittels U-73122 auf die
Fluoresceinaufnahme in proximale Tubuluszellen untersucht, um einen mdglichen
Signalweg flir die Herunterregulation von hOAT1 und hOAT3 zu identifizieren. Hierbei
zeigte sich, dass der PKA-Inhibitor, nicht aber der PLC-Hemmer eine Aufhebung der
Ischdmie-induzierten Verminderung der Fluoresceinaufnahme bewirkt. Aufgrund dieses
positiven Effektes des PKA-Hemmers H89 auf die zelluldre Fluoresceinaufnahme schienen
die Effekte EP2- und/oder EP4-vermittelt zu sein.

Um nun zwischen diesen beiden Rezeptoren weiter differenzieren zu kénnen, wurden im
nachsten Schritt die Effekte von EP2- und EP4-Antagonisten und -agonisten auf den
Fluoresceintransport in proximale Tubuluszellen untersucht.
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Zunachst erfolgte die Antagonisierung der Rezeptoren ischamischer Zellen unter Einsatz der
Hemmstoffe AH6809 (EP2-Rezeptor) und L161,982 (EP4-Rezeptor). In der Tat konnte die
Ischamie-induzierte Verminderung der zellularen Fluoresceinaufnahme durch den EP4-
Antagonisten, nicht aber durch den EP2-Antagonisten, vollstandig aufgehoben werden.

Eine Zugabe der entsprechenden Agonisten zu den EP2- und EP4-Rezeptoren misste
folglich gegensatzliche Effekte zur Folge haben. Zur Validierung der bisher erhobenen Daten
wurden daher OK-Zellen mit den entsprechenden Agonisten inkubiert und die zelluldre
Fluoresceinaufnahme bestimmt.

Der EP4-Agonist TCS2510 zeigte dabei eine deutliche dosisabhdngige Abschwachung des
Fluoresceintransportes in OK-Zellen, wahrend fiir den EP2-Agonisten Butaprost keine
Veranderungen dargestellt werden konnten. Wie erwartet zeigte sich ein dosisabhingig
zunehmender Funktionsverlust der organischen Anionentransporter hOAT1 und hOAT3 im
Sinne einer weiteren Abnahme der Fluoresceinaufnahme.

Zusammengefasst haben weder Antagonisten noch Agonisten des EP2-Rezeptors einen
Effekt auf die zellulare Fluoresceinaufnahme. Im Gegensatz dazu konnte eine
Antagonisierung des EP4-Rezeptors mittels L161,982 der Abschwachung der
Fluoresceinaufnahme durch Ischamie-Reperfusion entgegenwirken, wahrend eine Zugabe
der Agonisten diesen Effekt weiter verstarkte. Dies lieR die Schlussfolgerung zu, dass
Ischdmie und Reperfusion die verminderte Aufnahme von Fluorescein vor allem (iber den
Prostaglandin-E4-Rezeptor vermitteln (Preising C et al. 2015).

Bisher konnte ausschlielRlich der EP4-Rezeptor in OK-Zellen nachgewiesen werden (Sauvant
C et al. 2003). Diese Tatsache konnte eventuell erklaren, warum RNA-Sequenzen des EP2-
Rezeptors in den Primern, die fir vorangegangene Studien verwendet wurden, nicht
nachgewiesen werden konnten. Aus diesem Grund kann man keine Aussage dariber
treffen, dass EP2-Antagonisten und -Agonisten keinen Effekt auf die Herunterregulation der
Fluoresceinaufnahme haben. Denn es ist aktuell unklar, ob der Rezeptor in OK-Zellen nicht
vorhanden ist, oder lediglich keinen Einfluss auf den Transport von organischen Anionen
hat.

Die verwendeten Rezeptor-Antagonisten sind nicht absolut selektiv, sondern haben
durchaus auch geringe Affinitat zu anderen Prostaglandin-Rezeptoren. So inhibiert AH6809
nicht nur EP2 (K; = 0,35uM), sondern mit wesentlich geringerer Affinitat auch EP1. Ebenso
kann man mit L161,982 nicht nur EP4 (K, = 0,0245uM) hemmen, sondern auch EP1 (K; =
19uM), EP2 (K; = 23uM) und EP3 (K; = 2uM). Daher wurden fir EP2 und EP4 spezifische
Agonisten in verschiedenen Dosierungen appliziert, um die beste Dosis-Wirkungs-
Beziehung zu erzielen.
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5.3 Reporter-Gen-Assays

In den Reporter-Gen-Assays wurde mittels SEAP-Assay die Expression auf transkriptioneller
Ebene fiir hOAT1 und hOAT3 bestimmt. Diese Versuche wurden auRerdem mit einem Basic-
SEAP mit leerem Vektor als Negativkontrolle durchgefiihrt. Denn die Beobachtungen der
Expressionsregulation von hOAT1- und hOAT3 dirften in einem SEAP mit transfiziertem
Leer-Vektor nicht auftreten.

Zundachst wurde der Effekt von verschiedenen COX-Inhibitoren auf die
Expressionsregulation untersucht. Nach erfolgter Ischamie wurden den Zellen Indometacin
als unspezifischer COX-Hemmer, ein selektiver COX-1- und COX-2-Hemmer (SC560 und
SC58125) zugesetzt.

Wie erwartet kam es in allen Proben nach Ischamie-Reperfusion zu einer signifikanten
Reduktion des Signals. Sowohl im hOAT1 als auch im hOAT3 konnte die Herunterregulation
der Expression durch die verabreichten COX-Hemmer in unterschiedlicher Weise
abgeschwiacht werden. Indometacin verhinderte zum Teil die Abschwachung der SEAP-
Aktivitat von hOAT1 und hOAT3. Spezifische COX1-Hemmer konnten diesen Effekt sogar
noch verstarken, wahrend COX2-Hemmer keine Verdanderung der Expression bewirkten.
Vor allem selektive COX1-Hemmer konnten die durch Ischamie-Reperfusion verursachte
Abschwachung der Expression zum Teil aufheben.

Die mit dem SEAP2-Basic-Vektor inkubierten HEK-Zellen zeigten interessanterweise eine
verminderte SEAP-Aktivitdt nach Ischamie-Reperfusion. Im Gegensatz zu den mit putativen
Promotoren transfizierten Zellen konnten Indometacin und SC560 die Herunterregulation
beim SEAP-Basic jedoch nicht beeinflussen. Die Abschwachung der transkriptionalen
Regulation nach Ischdmie-Reperfusion scheint also auch ein allgemeiner, eher
unspezifischer Effekt zu sein.

Im nachsten Schritt wurden die Effekte von EP2- und EP4-Antagonisten im SEAP-Assay auf
die Regulation der Expression von hOAT1 und hOAT3 untersucht. Ziel der Experimente war
es, eine mogliche Signalkaskade fiir die COX1-Inhibitor-induzierte Verbesserung des
Outcomes zu identifizieren.

Die HEK-Zellen wurden der zweistlindigen Ischamie unterzogen. Vor Beginn der
Reperfusion erfolgte die Applikation der EP4- und EP2-Antagonisten AH6809 und L191,982.
Auch hier wurden die Ischamiezellen gegeniiber den Kontrollen deutlich herunter reguliert.
Was schon fiir die Aufnahme von Fluorescein in proximale Tubuluszellen gezeigt wurde,
war auch in der SEAP-Aktivitdit zu erkennen: eine Antagonisierung des EP4-Rezeptors
konnte zum Teil die durch Ischamie-Reperfusion bedingte Herunterregulation von hOAT1
und hOAT3 abschwachen. Die mit dem EP4-Antagonisten behandelten Zellen zeigten eine
signifikant hohere Aktivitdt als die Ischdamiezellen ohne weitere Behandlung. Die
Antagonisierung von EP2 blieb dabei ohne Effekt.

Mit dem SEAP2-Basic-Vektor inkubierten HEK-Zellen konnten AH6809 und L161,982 die
durch Ischamie-Reperfusion induzierte Herunterregulation nicht abschwachen.
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AnschlieBend wurden auch von den jeweiligen Agonisten die SEAP-Aktivititen der
Kontrollzell-Gruppe bestimmt, da hier ein gegenteiliger Effekt zur Wirkung der EP2- und
EP4-Antagonisten zu erwarten war. Der EP2-Agonist Butaprost erzielte in verschiedenen
Dosierungen keine wesentliche Anderung der SEAP-Signale. Jedoch konnte die Aktivierung
von EP4 mittels TCS2510 sowohl fir hOAT1 als auch hOAT3 ein dosisabhangiger Effekt
erzielt werden. Mit dem SEAP2-Basic-Vektor transfizierte HEK-Zellen zeigten weder die EP4-
noch die EP2-Antagonisierung einen Unterschied in den entsprechenden SEAP-Signalen.
Diese Daten wurden im Ergebnisteil nicht grafisch dargestellt.

Aus diesen Ergebnissen kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass nach
stattgehabter Ischdamie-Reperfusion die COX1-Metabolite Uber die Aktivierung des
Prostaglandin-E4-Rezeptors in die verminderte Expression von hOAT1 und hOAT3 involviert
sind (Preising C et al. 2015). Diese Ergebnisse sind im Einklang mit den Daten aus der
zellularen Fluoresceinaufnahme. Auch im Rattenmodell konnte diese abgeschwachte
Expression von OAT1 und OAT3 bereits nachgewiesen werden (Schneider et al. 2007 und
2009, Sauvant C et al. 2007). Da auch der SEAP-Basic in dhnlicher Art und Weise verdndert
war, liegt moglicherweise ein allgemeiner Effekt von Ischamie-Reperfusion auf die
Gentranskription vor. Da jedoch hOAT1 und hOAT3 nach Inhibition von COX1 weniger stark
abgeschwacht waren als der SEAP-Basic, sind die putativen humanen Promotorsequenzen
verantwortlich fiir die Induktion von OAT-Expression nach COX1-Hemmung. Zu bedenken
ist, dass die Inhibitoren unmittelbar nach stattgehabter Ischamie und unmittelbar vor
Beginn der Reperfusion zugefligt wurden, sodass auch noch wahrend der Reperfusion eine
weitere Beeintrachtigung von hOAT1 und hOAT3 auftrat. Generell scheint die
Translationsregulation nicht spezifisch von diesen beiden Anionentransportern abhangig zu
sein.

In der RT-PCR wurden sowohl der EP2-, als auch der EP4-Rezeptor in HEK-Zellen
nachgewiesen. So lasst sich das Ausbleiben einer Wirkung der EP2-Antagonisten und -
agonisten (AH6809 und Butaprost) auf die Expression der organischen Anionentransporter
OAT1 und OAT3 nicht durch Abwesenheit des Rezeptors in HEK-Zellen erklaren.

5.4 Einordnung der Ergebnisse in bisher veréffentlichte Literatur

Leider gibt es wenig Daten Uber die Regulation von hOAT1 und hOAT3 nach renaler
Ischamie. Es existieren einige Versuche (ber geschlechtsabhangige Regulations-
unterschiede bei Mausen. Breljak et al (2013) fanden eine generell starkere Expression von
OAT1 bei mannlichen Tieren. Diese konnte durch Kastration herunterreguliert werden,
wahrend eine Testosterongabe zu einer Steigerung der Expression flihrte. Das OAT3-Protein
war in geringerer Konzentration bei den mannlichen Mausen vorhanden. Hierbei kam es
anders als beim OAT1 zu einer Hochregulation durch Kastration und zur Abschwachung der
Expression unter einer Behandlung der Tiere mit Testosteron. Ljubojevic M et al. (2004)
untersuchten Geschlechtsunterschiede in der Regulation von renalen OAT1 und OAT3 bei
Ratten. Auch hier zeigte sich eine stdrkere Auspragung der Expression von OAT1 bei
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mannlichen Tieren in proximalen und distalen Tubuli. Eine Kastration adulter Mannchen
verursachte eine starke Expressionsabschwachung beider Transporter. Eine Ovarektomie
der Weibchen fiihrte jedoch zu keiner veranderten Expression.

Habu et al. (2005) widmeten sich den Effekten auf OAT1 und OAT3 durch Hyperurikdmie bei
Ratten. Hierbei wurde eine Herunterregulation beider Transporter bei hyperuramischen
Tieren beobachtet. Auch der Transport des organischen Anion PAH nahm unter
Hyperurikdmie deutlich ab. Die PAH-Aufnahme korrelierte mit der Proteinkonzentration
von OAT1 mehr als mit OAT3. Die Autoren schlussfolgerten, dass es sich beim OAT1 um den
dominanten Transporter fiir den Transport von PAH handelt. Villar et al (2005)
untersuchten den Einfluss bilateraler Ureterobstruktion auf OAT1 und OAT3 im Sinne eines
postrenalen Nierenversagens. Darunter kam es zu einer Abnahme der PAH-Exkretion und
einer signifikanten Reduktion der OAT1- und OAT3-Expression.

Eine Applikation von Methotrexat (MTX) fiihrte zu einer abgeschwachten Expression von
OAT1 und OAT3 in Ratten. Dieser Effekt konnte von Shibayama et al (2006) nachgewiesen
werden.

Auch Studien, die sich mit der transkriptionellen Regulation beschéaftigen sind selten.
Ogasawara et al. (2007) beschrieben ein cAMP-response-Element in der Promotor-Region
von hOAT3, welches eine Transkriptionsaktivierung via CRE (iber die Aktivierung einer
Proteinkinase-A vermittelt. Diese Daten entsprechen der Signalvermittlung, die auch in
dieser Arbeit identifiziert wurde.

Die vorhandenen Daten zu hOAT3 gehen mit den Ergebnissen von Kadam SR et al. (2013)
Uberein, die eine Herunterregulation von okuldrem SIc22A8 bei Ratten und Kalbern nach
stattgehabter Hypoxie sahen. Exakt diese Hypoxie (Sauvant C et al. 2009) tritt auch bei
akutem Nierenversagen auf und ist ein Teil des Ischamie-Reperfusions-Modell.

In Zusammenschau aller dargestellter Daten lassen sich die eingangs gestellten Fragen
beantworten.

(1) COX1-Metaboliten sind in die transkriptionelle Regulation der renalen organischen
Anionentransporter OAT1 und OAT3 nach Ischdamie-Reperfusion involviert.

(2) Die bereits veroffentlichten Daten aus den bisherigen Experimenten sind im Einklang
mit der transkriptionellen Regulation der humanen organischen Anionentransporter
Typ 1 und 3.

(3) Die Signaltransduktion fiir diese transkriptionelle Regulierung von hOAT1 und hOAT3
findet Gber den EP4-Rezeptor statt.
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6. Zusammenfassung

Die AKI ist ein haufig auftretender Organschaden und mit einer erhéhten Mortalitat
verbunden. Daher stellt sie therapeutisch weiterhin eine grofle Herausforderung dar.

Die organischen Anionentransporter sind in die pathophysiologischen Vorgiange beim
akuten ischamisch bedingten Nierenschaden involviert. Das Transportsystem in den
proximalen Nierentubuli spielt eine entscheidende Rolle in der Exkretion von potentiell
toxischen Verbindungen. Es besteht aus Anionenaustauschern, welche in der basolateralen
Membran lokalisiert sind und den limitierenden Schritt in der Exkretion verschiedener
Stoffe zur apikalen Seite darstellen. OAT1 und OAT3 gehéren diesem polyspezifischen
Transportsystem fiir organische Anionen an. Im Allgemeinen wird der klassische renale
Anionenaustausch an der basolateralen Membran durch diese beiden Transportmolekile
gewabhrleistet.

In Voruntersuchungen konnte sowohl im Tier- als auch im Zellmodell gezeigt werden, dass
die Expression der organischen Anionentransporter OAT1 und OAT3 durch COX1-
Metabolite herabgesetzt ist. Eine Hemmung durch niedrig dosiertes Indometacin oder
COX1-Antagonisten kann die Abschwéachung der Expression vermindern und das renale
Outcome nach stattgehabter Ischamie-Reperfusion verbessern.

In dieser Arbeit sollte die Regulation der Vorgdnge auf transkriptioneller Ebene untersucht
werden. Fir die Experimente wurden humane embryonale Nierenzellen und die geklonten
Promotorsequenzen der humanen OAT1 und OAT3 verwendet, um damit eine eventuelle
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf Menschen zu erméglichen.

Die Herunterregulation von OAT1 und OAT3 im Rattenmodell nach einer ischamischen
Nierenschadigung geht auch mit einer Herunterregulation der Gentranskription einher.
Interessanterweise wird ist auch das SEAP-Basic Signal erniedrigt, somit scheint die
verminderte Expression nach Ischamie-Reperfusion ein genereller und unspezifischer Effekt
zu sein.

Der Transport von Fluorescein in proximale Tubuluszellen war nach stattgehabter Ischamie-
Reperfusion abgeschwacht. Dieser Effekt ist Proteinkinase-A-abhdngig, die Phospholipase C
war nicht involviert. Fir die abgeschwachte basolaterale Aufnahme konnten die
Prostaglandin-E, und -E;-Rezeptoren (EP2, EP4) identifiziert werden. Daher wurden
anschlieBend die entsprechenden Rezeptor-Antagonisten appliziert. Hierbei schien eher
EP4 als EP2 Teil der Signalkaskade zu sein. Somit wurde im Anschluss auch die Wirkung der
jeweiligen Agonisten untersucht. Bei der Abschwachung der Aufnahme von organischen
Anionen in proximale Tubuluszellen nach Ischamie-Reperfusion durch COX-1-Metaboliten
handelt es sich um einen EP4-Rezeptor vermittelten Effekt.

Auch die Transkription von hOAT1 und hOAT3 war nach Ischamie-Reperfusion

abgeschwacht. Nach Applikation der jeweiligen Agonisten und Antagonisten konnte
ebenfalls hier ein EP4-Rezeptor vermittelter Mechanismus nachgewiesen werden. Dabei
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blieb der EP2-Agonist ohne Effekt. Die verminderte Transkription von OAT1 und OAT3
durch COX-1-Metabolite wird somit tiber den EP4-Rezeptor mediiert.

Die Daten zeigen also, dass COX-1-Metabolite in die Regulation der organischen
Anionentransporter nach Ischamie-Reperfusion liber den EP4-Rezeptor einbezogen sind.
Die Ergebnisse stimmen zudem (iberein mit denen der Regulation der Transporter auf
transkriptioneller Ebene. Durch den humanen Ursprung der geklonten Promotorsequenzen
und die Exprimierung in einer humanen Zelllinie kann tber eine Ubertragbarkeit dieser
Regulationsmechanismen auf den Menschen spekuliert werden. Des Weiteren kdnnten
auch die im Tiermodell nachgewiesenen Effekte im menschlichen Organismus stattfinden.
Dies bedarf jedoch weiterer Forschung, fir die das Ischamie-Reperfusions-Modell unter
anderem geeignet waére.

AbschlieBend kann man erneut herausstellen, dass Indometacin oder ein COX1-Hemmer in
niedriger Dosierung einen positiven Effekt auf die Expression von OAT1 und OAT3 bei
Ratten nach Ischdmie-Reperfusion hat. Diese Tatsache kdnnte auch auf den menschlichen
Organismus zutreffen und das Outcome nach stattgehabter Nierenschadigung sogar
verbessern. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass die Herunterregulation von OAT1 und
OAT3 bei Ratten in die Nierenschadigung nach Ischamie-Reperfusion beteiligt ist. Eventuell
sind OAT-abhangige Mechanismen auch bei Menschen mit einer klinischen Relevanz
behaftet. Wenn sich diese Hypothese beweisen lieBe, wirde sich ein neues
mechanistisches Modell fir die Induktion der ischdmiebedingten Nierenschadigung
ergeben.
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8. Thesen

(1) COX1-Metaboliten sind in die transkriptionelle Regulation der renalen organischen
Anionentransporter OAT1 und OAT3 nach Ischdamie-Reperfusion involviert.

(2) Die bereits veroffentlichten Daten aus den bisherigen Experimenten sind im Einklang

mit der transkriptionellen Regulation der humanen organischen Anionentransporter
Typ 1 und 3.

(3) Die Signaltransduktion fiir diese transkriptionelle Regulierung von hOAT1 und hOAT3
findet Gber den EP4-Rezeptor statt.

61



Lebenslauf

Angaben zur Person

Name: Christina Braun, geb. Preising
Geburtstag: 20.01.1987

Geburtsort: Nordhausen (Thiringen)

Schule und Ausbildung

1993 bis 1997: Besuch der Grundschule "Am Frauenberg" in Nordhausen
1997 bis 2005: Besuch des Johann-Gottfried-Herder-Gymnasiums Nordhausen
Juni 2005: Abitur am Johann-Gottfried-Herder-Gymnasium

2005 bis 2011: Studium der Humanmedizin an der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg

seit April 2012: Tatigkeit als Assistenzarztin in der Klinik fiir Andsthesiologie und
operative Intensivmedizin der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg



Selbststindigkeitserklarung

Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulassige Hilfe Dritter und ohne
Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus anderen
Quellen direkt oder indirekt Gibernommenen Daten und Konzepte sind unter Angabe der
Quelle gekennzeichnet. Die Regeln zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis wurden
beachtet (Amtsblatt der MLU Nr. 5, 02.07.09).

Ich versichere, dass ich fiir die inhaltliche Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht die
entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- und Beratungsdiensten (Promotionsberater oder
andere Personen) in Anspruch genommen habe. Niemand hat von mir unmittelbar oder
mittelbar geldwerte Leistungen fiir Arbeiten erhalten, die im Zusammenhang mit dem
Inhalt der vorgelegten Dissertation stehen.

Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oder dhnlicher Form einer
anderen Prifungsbehorde vorgelegt.

Christina Braun



Erkldrung tiber friihere Promotionsversuche

Ich versichere, dass von mir, Christina Braun, keine friiheren Promotionsversuche mit
dieser oder einer anderen Dissertation erfolgt sind. Es wurde nur dieser Antrag auf
Er6ffnung eines Promotionsverfahrens eingereicht.

Christina Braun



Danksagung

Zuletzt mochte ich mich bei allen bedanken, die mich bei der Durchfiihrung der Versuche
und dem Schreiben dieser Arbeit unterstiitzt haben.

Vielen Dank an die Mitarbeiter des Physiologie-Labors unter Leitung von Herrn Prof. Dr.
med. Michael Gekle in der Magdeburger-StralRe, die mich freundlich aufgenommen und
immer mit einem guten Ratschlag geholfen haben. Ein ganz besonderes Dankeschon geht
an Sarah Reime, die mich geduldig und immer frohlich in die Versuche eingearbeitet hat
und mir auch nach der Experimentierphase sehr engagiert zur Seite stand.

Des Weiteren moéchte ich mich bei Herrn PD Dr. rer. nat. Christoph Sauvant und Herrn Prof.
Dr. med. Michael Bucher fiir die Unterstlitzung bei der Erstellung dieser Arbeit bedanken.
Vielen Dank fiir die freundliche Hilfe und zahlreichen Gesprache, die mir immer als
bereichernder und konstruktiver Austausch in Erinnerung bleiben werden.

Tief verbunden und dankbar bin ich meinem Ehemann Norman, der mir immer den Riicken
freigehalten hat und mir stets die Kraft und den Mut gab, auch in weniger produktiven
Zeiten die Arbeit zu vollenden.

Ein ganz besonderer Dank gilt meinen Eltern Birgit und Uwe Preising, die meinen bisherigen
Lebensweg ermdoglicht haben und immer bereit sind, alles fir mich und meinen Bruder zu
geben. Fiur ihre bedingungslose Unterstiitzung und ihr Glaube an mich reicht kein
Dankeswort aus. lhnen mochte ich diese Arbeit widmen.



