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18 S Ribosomale RNA, 18 S Untereinheit 

28 S Ribosomale RNA, 28 S Untereinheit 

% Prozent

ABC ATP-binding cassette

Abcc2    ABC-Protein, Familie C, Mitglied 2 (auch: Mrp2)

Abcc3    ABC-Protein, Familie C, Mitglied 3 (auch: Mrp3)

Abcc4    ABC-Protein, Familie C, Mitglied 4 (auch: Mrp4)

α-KG alpha-Ketoglutarat

ARE antioxidativ responsives Element

ATP Adenosintriphosphat
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cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

CAR konstitutiver Androstanrezeptor

CD cluster of differentiation

cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat

CsA Cyclosporin A

Ct Schwellenwert

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

DPI Diphenyleniodoniumchlorid

DTNB 5,5'-Dithio-Bis (2-Nitrobenzoesäure)

E Amplifikationseffizienz

ECH erythroid cell-derived protein with Cap 'n' collar homology

ECL verstärkte Chemilumineszenz

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EpRE elektrophil responsives Element

ERK Extrazelluläres Signal-regulierte Kinase

ET-1 Endothelin-1

ET
B

Endothelinrezeptor, Subtyp B

FAM

TM

Eigenname eines fluoreszierenden Farbstoffs

FE fraktionelle Exkretion

Gapdh Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase

GFR glomeruläre Filtrationsrate

Gpx Glutathionperoxidase(n)

GR Glucocorticoidrezeptor

GSH reduziertes Glutathion

GSSG Glutathiondisulfid

Gst Gltutathion-S-Transferase(n)
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HIV humanes Immundefizienz-Virus

IL Interleukin

INF-γ Interferon-γ

i.p. intra peritoneal

JNK c-Jun N-terminale Kinasen

Kat. Nr. Katalognummer

kDa Kilodalton

Keap-1 Kelch-like ECH-assoziiertes Protein 1

KG Körpergewicht

L-012 Luminolderivat

LB Luria-Bertani

LEW.1W Lewisratten mit RT-Haplotyp U

LEW.1W-ABCC2

-/-

LEW.1W kongen für Mrp2-Defizienz 

L-NAME Nitro-L-Argininmethylester

LTC
4

Leukotrien C4

MAPK mitogenaktivierte Proteinkinase

Mdr1 Multidrug Resistance Protein 1 (auch: P-glycoprotein)

mg*kg

-1

*d

-1

Dosiseinheit (Milligramm*Kilogramm Körpergewicht

-1

*Tag

-1

)

MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure

mRNA messenger (Boten)-Ribonukleinsäure

Mrp2 Multidrug Resistance-related Protein 2 (auch: Abcc2)

Mrp3 Multidrug Resistance-related Protein 3 (auch: Abcc3)

Mrp4 Multidrug Resistance-related Protein 4 (auch: Abcc4)

NADPH Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduziert)

NADP

+

Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (oxidiert)

NaOH Natriumhydroxid

NBD Nukleotid-bindende Domäne

NF-AT nuclear factor of activated T-cells

Nos Stickstoffmonoxidsynthase

Nox NADPH-Oxidase

Nrf2 nuclear factor erythroid 2-related factor 2

Nx Nephrektomie

OA

-

organische Anionen

OK

+

organische Kationen

PAH p-Aminohippurat

PAS Periodic acid-Schiff reaction

Pbgd Porphobilinogendesaminase

PBS Phophat-gepufferte Natriumchloridlösung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PKC Proteinkinase C

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PXR Pregnan-X-Rezeptor
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R
0

Anfangsfluoreszenz

R
Ct

Fluoreszenz beim Überschreiten des Schwellenwertes

RNA Ribonukleinsäure

ROS reaktive Sauerstoffspezies

ROX

TM

passive Referenz der PCR-Reaktion

RT reverse Transkriptase

-RT ohne reverse Transkriptase in der cDNA-Synthese

RZB relative Zentrifugalbeschleunigung

SDS Natriumdodecylsulfat

SNP single nucleotide polymorphism

Sod Superoxiddismutase

SYBR Green I Eigenname eines Cyanin-Farbstoffs

TAMRA

TM

Eigenname eines fluoreszierenden Farbstoffs

TBS Tris-gepufferte Natriumchloridlösung

TBST Tris-gepufferte Natriumchloridlösung mit Tween 100

TE-Puffer Puffer aus Tris und EDTA

T
H
-Zellen T-Helferzellen

TMD Transmembrandomäne

TNB Thionitrobenzoesäure

TNF-α Tumor Nekrose Faktor-α

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

w/v Gewicht pro Volumen

Xdh Xanthindehydrogenase, interkonvertierbare Form der Xor

Xo Xanthinoxidase, interkonvertierbare Form der Xore

Xor Xanthinoxidoreduktase

Ywhaz Tyrosin-3-monooxygenase/tryptophan-5-monooxygenase 

Aktivatorprotein, zeta Polypeptid

Die Abkürzungen der Gene des PCR-Arrays sind in Tabelle 2 erklärt.
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1. Einleitung

Die Niere ist das wichtigste Organ der regulierten Ausscheidung von Wasser und 

Elektrolyten, um deren Homöostase im Organismus aufrecht zu erhalten [1]. Die 

Funktionen der Niere umfassen darüber hinaus die Ausscheidung von Stickstoff in Form 

von Harnstoff und Ammoniumionen sowie die Elimination organischer Substanzen [1]. Die 

Nierenfunktion wird in hohem Maße neuronal und hormonell beeinflusst [2]. 

Die kleinste funktionelle Einheit ist das Nephron, bestehend aus Nierenkörperchen 

(Glomerulum und Bowmankapsel) und Tubulussystem. Das Kapillarendothel, die 

Basalmembran und eine zwischen den Podozytenfortsätzen aufgespannte Membran bilden 

die Filtrationsbarriere, an der aus dem vorbeiströmenden Blut der Primärharn entsteht. Die 

Sekretions- und Absorptionsprozesse finden in den proximalen und distalen Abschnitten 

des Tubulussystems statt, dessen Oberfläche von einem einschichtigen Epithel ausgekleidet 

ist. Im proximalen Tubulus der Niere befindet sich ein Epithel, dessen Zellen ausgeprägte 

apikale Ausstülpungen, basolaterale Einfaltungen und eine hohe Anzahl von Mitochondrien 

besitzen. Die funktionellen und morphologischen Eigenschaften des proximalen 

Tubulusepithels ermöglichen eine hohe Transportrate für Wasser, Elektrolyte, Glucose und 

Aminosäuren. Eine Vielzahl von Transportern innerhalb der apikalen Tubuluszellmembran 

vermittelt darüber hinaus den transepithelialen Transport organischer Ionen [1, 3]. Zu 

diesen Transportern gehören die ATP-binding cassette-Proteine (ABC-Proteine), welche zur 

Elimination organischer endogener und xenobiotischer Ionen beitragen. Damit beeinflusst 

die Funktion des proximalen Tubulusepithels die Konzentration organischer Ionen, u.a. 

diverser Pharmaka, in verschiedenen Körperkompartimenten [1].

Diese Substanzen werden anhand der Ladung (Kationen/Anionen) und der Molekülgröße 

(Typ I/Typ II) unterschieden [3]. Kleine organische Ionen vom Typ I haben eine molekulare 

Masse von unter 450 Da und sind oft monovalent. Dagegen weisen organische Ionen vom 

Typ II eine molekulare Masse von über 450 Da auf, besitzen eine eher „sperrige“ 

Molekülstruktur und sind meist polyvalent. Je nach Charakteristikum dieser Substanzen 

können sie durch primär, sekundär oder tertiär aktive Transportmechanismen oder passiv 

die Membranen des Epithels durchqueren [4, 5]. Die wichtigsten Transportwege 

organischer Kationen und Anionen (Typ I/Typ II) im proximalen Tubulus der Niere sind in 

Abbildung 1 zusammengestellt.
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+
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i
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-
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8
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Abbildung 1. Transportmechanismen für organische Ionen in proximalen Tubulusepithel-

zellen der Niere [3, 6-9].

A Transport organischer Kationen (OK

+

): 1 passiver Transport; 2 elektrogener Uniport; 3 

elektroneutraler Antiport; 4 primär aktiver Transport (ABC-Proteine); 5 Antiport gegen 

Protonen

B Transport organischer Anionen (OA

-

): 6 passiver Transport; 7 Antiport gegen 

Hydrogencarbonat oder α-Ketoglutarat (α-KG); 8 primär aktiver Transport (ABC-

Proteine); 9 Symport mit Natrium und Phosphat; 10 Antiport gegen Urat; 11 elektrogener 

Uniport

Der primär aktive Transport organischer Ionen wird durch die ABC-Proteine vermittelt [3]. 

Bei Säugetieren wurden bisher 49 verschiedene ABC-Proteine identifiziert, die sieben 

Familien (A-G) zugeordnet werden [10]. ABC-Transporter besitzen eine gemeinsame 

Molekülstruktur [11]. Sie besteht aus mindestens zwei transmembranalen Domänen (TMD) 

mit je sechs transmembranalen Helices, welche die Substratspezifität bestimmen. Zwei 

Nukleotid-bindende Domänen (NBD) bilden die ATP-Bindungsstellen, an denen die für den 

Antrieb des Transports notwendige Hydrolyse von ATP erfolgt [12]. Von diesen beiden

Domänen leitet sich die Bezeichnung „ATP-binding cassette“ ab. Einige Transporter haben 

eine zusätzliche transmembranale Domäne im N-terminalen Bereich (TMD0), deren 

Funktion noch nicht aufgeklärt wurde. Die Familie C der ABC-Proteine wird durch die 

Multidrug Resistance-related Proteine (Mrp) gebildet. Die Induktion der Mrp-

Transporterexpression in pro- und eukaryontischen Zellen führt zur Entwicklung von 

Resistenzen gegenüber Antibiotika und Zytostatika [13-16]. Aus dieser Eigenschaft leitet 

sich der Name „Multidrug Resistance-related Proteine“ ab. 
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Oral applizierte Medikamente werden hauptsächlich im Dünndarm resorbiert. Über die 

Blutbahn gelangen sie in die Leber und werden dort oft metabolisiert und anschließend 

entweder mit der Galle ausgeschieden oder über die sinusoidale Membran der Hepatozyten 

zurück ins Blut befördert (First-pass-Effekt). Im Blutplasma gelöste Pharmaka und deren 

Metabolite können anschließend über die Niere eliminiert werden, wo die 

Transportkapazität für ihre Elimination abhängig von der Expression der Transporter im 

proximalen Tubulus ist. Durch eine erhöhte Expression von Transportproteinen können 

Pharmaka schneller eliminiert und ihre Bioverfügbarkeit verringert werden [4]. Zu den im 

proximalen Tubulus der Niere vorkommenden Transportproteinen gehören unter anderem

Mrp2, Mrp3 und Mrp4, welche eine Vielzahl von endogenen Stoffwechselprodukten und 

Xenobiotika einschließlich einiger Pharmaka transportieren [17, 18].

Das Multidrug Resistance-related Protein 2 (Mrp2, Abcc2) kommt beim Menschen und bei 

Nagern in Epithelzellen der Leber, des Intestinaltraktes und der Niere vor [19-21]. 

Außerdem wurde eine Expression in der Gallenblase, der Plazenta, der Lunge und in 

Hirnkapillaren nachgewiesen [22-25]. Aufgrund der ausschließlich apikalen Lokalisation 

trägt Mrp2 zur Sekretion von Produkten der hepatischen Biotransformation in die Galle bei. 

Mrp2 hat eine breite Substratspezifität, die freie oder Glutathion-, Glucuronat- und Sulfat-

konjugierte organische Anionen umfasst. Physiologische Substrate sind zum Beispiel 

Gallensalze, Bilirubin, Glutathion-konjugierte Leukotriene, Glutathion und Steroide [17]. 

Außerdem werden xenobiotische Substanzen wie Pravastatin (Lipidsenker), Methotrexat 

(Zytostatikum/Immunsuppressivum), Cyclosporin A (Immunsuppressivum) und 

p-Aminohippurat (Diagnostikum) sezerniert [17, 26]. Die Substratspezifität beschränkt sich 

zwar nicht ausschließlich auf Anionen, jedoch werden ungeladene amphipathische und 

kationische Substrate meist im Symport mit reduziertem Glutathion transportiert [27]. In 

der Leber trägt Mrp2 mit dem Transport von Gallensalzen über die kanalikuläre Membran 

zum Gallefluss bei.

Die genetisch bedingte Mrp2-Defizienz wird beim Menschen als Dubin-Johnson-Syndrom 

bezeichnet [28]. Dieses Syndrom ist durch reduzierten Gallefluss, Hyperbilirubinämie und 

verminderten kanalikulären Transport von Glutathion und dessen Konjugaten 

gekennzeichnet [28]. Es existieren zwei etablierte Tiermodelle für eine durch 

Spontanmutation aufgetretene Mrp2-Defizienz, die eine Untersuchung der Bedeutung von 

Mrp2 in vivo ermöglichen. Es handelt sich um die Eisai hyperbilirubinämischen Ratten, die 

aus Sprague-Dawley-Ratten gezüchtet wurden und um die TR

-

-Ratten aus einer Wistar-
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Rattenkolonie [29, 30]. Aufgrund einer Spontanmutation im Abcc2-Gen kommt es bei 

diesen Ratten nicht zu einer vollständigen Mrp2-Translation [29, 30]. Beide Modelle weisen 

aufgrund der Abstammung aus Auszuchtkolonien einen heterogenen und damit

unzureichend definierten genetischen Hintergrund auf. Zur besseren genetischen 

Standardisierung eines Mrp2-defizienten Rattenstamms wurde ein Fragment (Chromosom 

1, ca. 5 Mb) der TR

-

-Ratte durch markergestützte Züchtung auf Ratten mit genetisch 

definiertem Hintergrund (Inzuchtstamm LEW.1W) transferiert [31]. Diese LEW.1W-

ABCC2

-/-

-Ratten hatten die gewünschte Eigenschaft der Mrp2-Defizienz, die zu einer 

Hyperbilirubinämie führt und stimmen in hohem Maße genetisch mit einem Wildtypstamm 

(LEW.1W) überein [31].

Das Multidrug Resistance-related Protein 3 (Mrp3, Abcc3) kommt vor allem in der Leber

und im Intestinaltrakt sowie in geringerem Maße in der Niere, dem Pankreas, der Lunge, 

der Nebenniere, der Milz und im Magen vor [32-34]. Bei Epithelzellen befindet sich Mrp3 

in der basolateralen Membran [35]. Die Substratspezifität ist der von Mrp2 ähnlich. Mrp3 

transportiert ebenfalls Bilirubinglucuronid und Gallensalze, allerdings kein Glutathion [18]. 

Als physiologische Funktion wird Mrp3 eine Rolle im enterohepatischen Kreislauf von 

Gallensalzen zugeschrieben [18]. In der Niere (Mensch, Ratte) befindet Mrp3 im distalen 

Tubulus [18]. Dort ist die physiologische Rolle nicht vollständig aufgeklärt, doch es wird 

angenommen, dass der Mrp3-abhängige Transport zur Entgiftung von

Stoffwechselendprodukten und Xenobiotika beiträgt [1]. In der Ratte wird Mrp3 auch im 

proximalen Tubulus stark exprimiert [29].

Das Multidrug Resistance-related Protein 4 (Mrp4, Abcc4) ist mit 1325 Aminosäuren der 

Kleinste der Mrp-Transporter [18]. Es besitzt im Gegensatz zu Mrp2 und Mrp3 keine 

zusätzliche N-terminale TMD0 [18]. Mrp4 wird in vielen Spezies (Mensch, Ratte, Maus) 

vor allem in der Niere, der Leber und der Prostata sowie in Erythrozyten, Thrombozyten, 

der Nebenniere und im Gehirn exprimiert [36-42]. Bei Epithelzellen kommt Mrp4 sowohl 

apikal, wie in der Niere, als auch basolateral, wie in der Leber, vor [37]. Mrp4 transportiert 

Gallensalze und Xenobiotika (Methotrexat, p-Aminohippurat) [18]. Des Weiteren werden 

auch Nukleotidanaloga, zyklische Nukleotide (cGMP, cAMP), Prostaglandine und 

reduziertes Glutathion zu dessen Substraten gezählt [18, 43, 44]. Studien an Knockout-

Mäusen haben die Rolle von Mrp4 als Transportprotein bei der Elimination antiviraler 

Mittel (Adefovir and Tenofovir), Diuretika (Hydrochlorothiazid und Furosemid) und 
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Antibiotika (Ceftizoxim und Cefazolin) nachgewiesen [45-47]. Aufgrund der sinusoidalen 

Lokalisation des Transporters in Hepatozyten gelangen Mrp4-Substrate statt in die Galle 

(wie bei Mrp2) zurück ins Blut und können anschließend über die Nieren eliminiert werden. 

Die hepatische Lokalisation von Mrp4 deutet darauf hin, dass die renale Elimination bei 

Mrp4-Substraten eine größere Rolle spielt als bei Mrp2-Substraten [1].

1.1. Die Regulation der Mrp-Transporter

In der Niere kann über die Regulation der Aktivität und Expression der Mrp-Transporter die

Sekretion und Resorption von Substanzen beeinflusst werden [1]. Aufgrund der hohen 

Transportkapazität des proximalen Tubulus können endogene und exogene Substanzen 

unter pathologischen Bedingungen in den Nierenepithelzellen akkumulieren. Die 

Effluxtransporter tragen zum Schutz der Niere und des gesamten Organismus vor Schäden 

durch potentiell toxische Stoffe bei [1]. Die Expression und die Funktion der Mrp-

Transporter können durch genotypische Faktoren (Speziesunterschiede, Genpoly-

morphismen), durch physiologische Faktoren (Geschlechtsunterschiede) und durch 

pathologische Bedingungen beeinflusst werden [18, 48, 49]. 

Diese Faktoren wirken durch verschiedene Mechanismen. Die Expression kann über 

transkriptionelle und posttranskriptionelle Wege beeinflusst werden [48, 50]. Nach der

Translation kann die Transporteraktivität durch Proteininternalisierung, Phosphorylierung, 

Bindung an regulatorische Proteine oder Proteolyse reguliert werden [50, 51]. Dabei spielen 

Hormone, Xenobiotika, Kernrezeptoren und Proteinkinasen eine wichtige Rolle [51-53].

Auf der Ebene der Transkription werden Mrp-Transporter durch Kernrezeptoren

(ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren) reguliert. Daran sind die orphanen nukleären

Rezeptoren wie zum Beispiel der Pregnan-X-Rezeptor (PXR) und der konstitutive 

Androstan-Rezeptor (CAR) beteiligt [52]. Diese Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren 

translozieren nach ihrer Aktivierung durch Liganden wie Hormone, Gallensalze, Lipide 

oder Xenobiotika in den Zellkern [48]. Dort rekrutieren sie unspezifische 

Transkriptionsfaktoren und binden mittels Zinkfinger-Motiv (C4-Typ) an Hormon- oder 

Xenobiotika-responsive Elemente innerhalb regulatorischer Bereiche der Zielgene [48].

Auch andere Kernrezeptoren wie der Glucocorticoidrezeptor (GR) können die Expression 
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von Mrp2 beeinflussen. Die Zielstruktur des GR ist ein Glucocorticoid-responsives Element 

in der 5’-flankierenden Region des Abcc2-Gens [53].

Die beschriebenen Mechanismen der Regulation der Mrp-Transporter durch Kernrezeptoren 

wurden hauptsächlich anhand von Zellkulturexperimenten in Hepatozyten untersucht. Für 

die Niere ist nur wenig über die Regulation der Mrp-Transporter in vivo bekannt. Die 

Behandlung von Mäusen mit 1,4-Bis-(2-(3,5-dichlorpyridyloxy))benzen (CAR-Ligand) 

erhöht die renale Expression von Mrp2 und Mrp4 [54]. Zwei weitere Studien beschreiben, 

PXR-abhängig, einen erhöhten Mrp2-Proteingehalt bzw. einen reduzierten Mrp4-mRNA-

Gehalt in Rattennieren [55, 56]. Des Weiteren wird die Expression von Mrp-Transportern

durch Geschlechtshormone reguliert; renale Mrp3- und Mrp4-mRNA-Gehalte waren bei 

weiblichen Mäusen höher als bei ihren männlichen Artgenossen [57].

Ein Transkriptionsfaktor aus der Familie der Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktoren, der für 

die Regulation von Mrp-Transportern eine wichtige Rolle spielt, ist der nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2 (Nrf2). Neben der Expression anderer Proteine kann auch die 

Mrp2-, Mrp3- und Mrp4-Expression durch Aktivierung von Nrf2 induziert werden [58, 59]. 

Nrf2 kann durch elektrophile Substanzen einschließlich reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

und durch Induktion Proteinkinase-abhängiger Signalkaskaden aktiviert werden [48]. Zu 

diesen Proteinkinasen zählen die Proteinkinase C (PKC), die p38-mitogenaktivierten

Proteinkinasen (p38 MAPK), die extrazelluläres Signal-regulierten Kinasen (ERK) und die 

c-Jun N-terminalen Kinasen (JNK) [48, 60]. Unter physiologischen Bedingungen ist Nrf2

im Cytosol durch Disulfidbrücken an seine Inhibitordomäne Keap-1 gebunden [61]. Dabei 

fungiert Keap-1 als Sensor für oxidativen und elektrophilen Stress, bei welchem es zu einer 

Spaltung des Nrf2-Keap-1-Komplexes kommt, woraufhin Nrf2 in den Zellkern transloziert

[61]. Dort rekrutiert Nrf2 weitere unspezifische Transkriptionsfaktoren und bindet an 

antioxidativ- oder elektrophil-responsive Elemente (ARE/EpRE) der Zielgene [62, 63]. 

Über diesen Weg kann Nrf2 bei oxidativem oder elektrophilem Stress die Expression von 

Phase-I-Enzymen, antioxidativen Proteinen (Hämoxygenase), Enzymen der Glutathion-

biosynthese, Glutathion-S-Transferasen, Hitzeschockproteinen und ABC-Proteinen

induzieren [48]. 

Zum Schutz der Zelle vor toxischen Substanzen durch Steigerung der Elimination wird die 

Genexpression einer Vielzahl von Proteinen koordiniert reguliert [48]. Zu diesen Proteinen

gehören Enzyme der Biotransformation, bei der endogene und exogene Substanzen 

metabolisiert und damit ausscheidungsfähig gemacht werden [64]. Phase-I-Enzyme der 
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Biotransformation katalysieren Reaktionen, die meist zur Erhöhung der Affinität der 

Substrate für Phase-II-Enzyme führt [48]. Einen wichtigen Beitrag liefern hierbei die 

Cytochrom-P450-Oxidasen [64]. Anschließend werden Substanzen durch Phase-II-Enzyme 

konjugiert, so dass ihre Wasserlöslichkeit steigt [48]. Durch die höhere Wasserlöslichkeit 

werden Phase-III-Transporter benötigt, welche die Substanzen aus der Zelle ausschleusen

[48]. Dabei kann die koordinierte Induktion einer Vielzahl von Enzymen und 

Transportproteinen durch ihre eigenen Substrate (Gallensalze, Steroide, Xenobiotika) als 

Rückkopplungsmechanismus wirken, mit der die Zelle akkumulierte Substanzen eliminiert

[48].

Neben der Genexpressionsregulation können Mrp-Transporter auch posttranskriptionell

beeinflusst werden. Dabei können Liganden G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und deren 

intrazelluläre Second-Messenger-Systeme die Transporter regulieren [51, 65]. 

Beispielsweise wird bei Fischen die Transportaktivität von Mrp2 im proximalen 

Nierentubulus durch Endothelin-1 (ET-1) gesenkt [51]. Dabei wird der verminderte Mrp2-

abhängige Transport über den Endothelinrezeptor Typ B (ET
B
) und die Aktivierung der 

PKC vermittelt [51]. Andere Studien weisen auf eine Beteiligung der PKC bei der Mrp2-

Internalisierung in Leberzellen hin, die in Form von Vesikelbildung stattfindet [66, 67].

Diese hepatische Mrp2-Internalisierung kann durch verschiedene Bedingungen wie 

Hyperosmolarität, Endotoxine, Phalloidin-induzierte Cholestase, Gallensalze, 

Glutathiondepletion und oxidativen Stress ausgelöst werden [68-71]. Eine

Proteininternalisierung ist für Mrp3 und Mrp4 nicht näher untersucht, dennoch kann die 

Mrp3-Transportaktivität in Hepatozyten kurzfristig durch PKC-Aktivierung erhöht werden 

[72].

1.2. Die renale Innervation und deren Einfluss auf die Mrp-Transporter

Die Nierenfunktion wird vom autonomen Nervensystem beeinflusst [2]. Anhand von 

Tracer-Studien (retrograde Markierung der efferenten Nierennervenfasern) bei Ratten 

wurden die Rückenmarksegmente T12 bis L1 als Ursprungsort des größten Anteils der 

präganglionären Nervenfasern identifiziert, deren postganglionäre Nervenfasern die Nieren 

innervieren [73]. Die postganglionären sympathischen Nierennervenfasern ziehen aus dem 

Ganglion coeliacum, dem Ganglion mesentericum inferius und dem Ganglion aorticorenale 
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zur Niere [2, 74]. Die efferenten Nierennerven treten durch den Nierenhilus in die Niere ein 

und verlaufen entlang der Arterien bis zur äußeren Medulla und zum Nierenkortex und 

innervieren die prä- und postglomerulären Widerstandsgefäße sowie die Nierentubuli [2].

Die Aktivität der efferenten sympathischen Nervenfasern beeinflusst den 

Elektrolyttransport, die Reninsekretion und die renale Hämodynamik [2]. Afferente Impulse 

von sensorischen Rezeptoren (Mechano- oder Chemorezeptoren) im Nierengewebe 

registrieren Parameter wie zum Beispiel den renalen hydrostatischen Druck und die 

Zusammensetzung der Flüssigkeit im Nierenbecken, um die Autoregulation einer Niere 

sowie die Balance der Wasser- und Elektrolytausscheidung zwischen beiden Nieren zu 

ermöglichen [2]. Bei einem Nierenschaden kann eine zentrale Aktivierung des 

sympathischen Nervensystems auftreten, welche Symptome bzw. Folgen des 

Nierenschadens (erhöhte Plasma-Kreatininkonzentrationen, erhöhter Blutdruck) verstärken 

kann [2, 75, 76].

Die Bedeutung des autonomen Nervensystems für Prozesse des organischen Ionentransports 

ist bislang wenig untersucht. In isolierten proximalen Tubulusepithelzellen der Niere war 

der basolaterale Transport von PAH nach Adrenalin- und Noradrenalinbehandlung erhöht

[77]. Ein eindeutiger Einfluss des sympathischen Nervensystems auf Mrp2, Mrp3 und Mrp4

in der Niere ist in vivo bisher nicht bekannt. In früheren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe 

wurden Nierenkreuztransplantationen durchgeführt, deren Ergebnisse einen indirekten 

Hinweis auf die Regulation des Mrp4-Proteingehaltes durch das sympathische 

Nervensystem lieferten. Bei nativen LEW.1W-ABCC2

-/-

-Ratten war der renale Mrp4-

Proteingehalt im Vergleich zu den Wildtyptieren erhöht [31]. Im Gegensatz dazu lag der 

Mrp4-Proteingehalt kongen transplantierter LEW.1W-ABCC2

-/-

-Nieren im gleichen 

Bereich wie derjenige syngen transplantierter LEW.1W-Nieren [31]. Da die Transplantation 

immer auch mit der Denervation der Niere einhergeht [78], ist der durch die Transplantation 

veränderte Mrp4-Proteingehalt möglicherweise auf die Denervation zurückzuführen. In der 

vorliegenden Arbeit wurde unter anderem der potentielle Einfluss der renalen Denervation

auf die Mrp4-Expression in der Niere untersucht.

1.3. Die Niere unter pathologischen Bedingungen

Die Expression der Mrp-Transporter kann durch pathologische Bedingungen wie 

Niereninsuffizienz, Gallestauung oder eine Sepsis beeinflusst werden [1, 79, 80]. 
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Eine Niereninsuffizienz kann akut oder in einer chronischen Form auftreten [81, 82]. Bei 

akuter Niereninsuffizienz handelt es sich um eine Einschränkung der Nierenfunktion, die 

innerhalb von Stunden oder Wochen auftritt, während bei chronischer Niereninsuffizienz 

eine langsam (oft über Monate und Jahre) fortschreitende Einschränkung der 

Nierenfunktion vorliegt [82]. Die Funktionseinschränkungen bestehen in einer Reduktion 

der glomerulären Filtrationsrate mit erhöhter Retention harnpflichtiger Substanzen, in einer 

Albuminurie (>20 mg/l Albumin im Urin), in Störungen von Harnkonzentrierungsprozessen

und endokrinen Funktionen der Niere [81, 82]. Um die verschiedenen Aspekte der

Niereninsuffizienz experimentell zu untersuchen, kann eine reduzierte Nierenfunktion durch

subtotale Nephrektomie an Tiermodellen erreicht werden. Ein etabliertes Modell für die 

subtotale Nephrektomie ist die chirurgische Entfernung von 5/6 oder 7/8 des 

Nierengewebes. Dabei wird eine Niere vollständig entfernt und die zweite Niere wird um 

2/3 oder 3/4 des Gewebes reduziert, so dass anschließend jeweils 1/6 oder 1/8 der gesamten 

Nierenmasse funktionstüchtig bleibt [83-86]. Eine weitere Methode ist die Induktion großer 

Niereninfarkte, nach der ebenfalls der größte Teil des Nierengewebes funktionsuntüchtig ist

[83]. Bei einem methodischen Vergleich war der Blutdruckanstieg bei Ratten mit Induktion 

von Niereninfarkten höher als derjenige bei Ratten mit chirurgischer 5/6-Nephrektomie 

[83]. Da bei der Induktion von Niereninfarkten das geschädigte Nierengewebe im 

Organismus verbleibt, könnten auftretende Nekrosen verstärkend auf den Funktionsverlust 

der Niere wirken und die höheren Blutdruckwerte erklären. 

Eine durch subtotale Nephrektomie entstehende Niereninsuffizienz kann durch afferente 

nervale Impulse das sympathische Nervensystem zentral aktivieren und die Symptome und 

Folgen des Nierenschadens verstärken [75, 87, 88]. Der Nachweis dieser Aktivierung kann 

über die Expressionsbestimmung des Schlüsselenzyms der Katecholaminbiosynthese, der 

Tyrosinhydroxylase, in den Nebennieren erbracht werden [87]. In einer Studie mit 5/6-

Nephrektomie wiesen Ratten mit inakter renaler Innervation einen höheren Blutdruck auf 

renal afferent denervierte Tiere [75]. 

Ein Einfluss des sympathischen Nervensystems konnte auch auf verschiedene renale 

apikale Natriumtransporter im proximalen Tubulus der Niere nachgewiesen werden [89]. 

Dabei waren die Natriumtransporter nach akut induziertem Nierenschaden bei intakter 

Innervation durch Internalisierung in intrazellulären Vesikeln lokalisiert [87]. Bei renaler 

Denervation blieben die Natriumtransporter nach dem Nierenschaden in der apikalen 
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Membran lokalisiert, was einen Transport von Natrium über die Zellmembran ermöglichte 

[87]. 

In einer anderen Arbeitsgruppe wurde bereits nachgewiesen, dass der Mrp2-mRNA- und 

Proteingehalt im Nierenkortex bei 5/6-nephrektomierten Ratten höher war als bei 

Kontrolltieren [80]. Außerdem ist bekannt, dass bei experimentell induzierter Nieren-

insuffizienz nicht nur die renale, sondern auch die hepatische und intestinale Transporter-

expression verändert ist. Es wurden ein erhöhter hepatischer Mrp2-mRNA- und 

Proteingehalt sowie reduzierte intestinale Mrp2-, Mrp3- und Multidrug-Resistance-Related-

1- (Mdr1) Proteingehalte nach subtotaler Nephrektomie nachgewiesen [80, 90]. Die 

Veränderungen der hepatischen Transporterexpression legen eine erhöhte Bedeutung des

hepatischen Transports durch Mrp2 bei Nierenschädigung nahe [80].

Umgekehrt kann eine Funktionsstörung der Leber und des Galleflusses auf die renale 

Transporterexpression Einfluss nehmen. Bei Ratten mit experimenteller Cholestase wurde 

neben einem reduzierten hepatischen Mrp2-Proteingehalt ein erhöhter renaler Mrp2-

Proteingehalt nachgewiesen [91].

Eine Form der Nierenersatztherapie bei Niereninsuffizienz ist die Transplantation. Die 

durchschnittliche Überlebensdauer eines Transplantats beträgt etwa zehn Jahre [92]. Bei 

allogenen Nierentransplantationen kann durch immunologische Abstoßungsmechanismen 

das Transplantat schon nach kurzer Zeit verloren gehen [92, 93]. Diese

Abstoßungsmechanismen umfassen zelluläre und humorale Mechanismen, bei denen vor 

allem die Aktivierung von T-Helfer-Zellen (T
H
-Zellen) und deren Aktivierung weiterer 

Komponenten des Immunsystems eine wichtige Rolle spielen [93].

Um die Reaktionen des Immunsystems auf das allogene Transplantat zu unterdrücken, 

können verschiedene immunsuppressive Strategien angewendet werden. Die Einführung 

des Calcineurininhibitors Cyclosporin A (CsA) vor über drei Dekaden konnte erstmals die 

Überlebenszeit eines Nierentransplantats stark steigern [94]. Zurzeit werden neben der 

Calcineurininhibition auch andere Ansätze verfolgt, wie die Hemmung der T-

Zellproliferation durch Corticosteroide, die Blockierung der Purin-Synthese durch 

Mycophenolat-Mofetil sowie die Hemmung von CD28- und Interleukin-2 (IL-2)-

Signalkaskaden durch Rapamycin [92]. Trotzdem begrenzt die über Jahre entstehende 

chronische Transplantat-Nephropathie die Lebensdauer der Niere [95]. Bei der chronischen 

Transplantat-Nephropathie tritt die reduzierte Nierenfunktion oft zusammen mit erhöhtem

Blutdruck und Proteinurie auf [96]. Weitere Merkmale sind morphologische Veränderungen



Einleitung 11

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

wie fibrotische Verdickungen der Arterien, Glomerulosklerose, interstitielle Fibrose und 

tubuläre Atrophie [96]. Eine chronische Transplantat-Nephropathie kann entweder durch 

langfristige Behandlung mit Calcineurininhibitoren (z.B. Cyclopsorin A) oder durch eine

chronische Transplantatabstoßung verursacht werden [96]. Dabei ist eine Unterscheidung 

zwischen chronischer Calcineurininhibitor-Nephrotoxizität und chronischer 

Transplatatabstoßung aufgrund ähnlicher pathologischer Merkmale oft nicht möglich [96]. 

Bislang gibt es keine effiziente Behandlung gegen beide Arten der chronischen

Nephropathie.

1.4. Cyclosporin A

CsA ist ein zyklisches Peptid und Inhaltstoff des norwegischen Schlauchpilzes

Tolypocladium inflatum [97]. Seine immunsuppressive Wirkung beruht auf der gehemmten

Synthese von Cytokinen wie IL-2, Interleukin-3 (IL-3), Interleukin-4 (IL-4), Interferon-γ

(INF-γ) und Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α), die durch Lymphozyten der adaptiven 

Immunabwehr sezerniert werden. Intrazellulär bildet CsA einen Komplex mit Cyclophilin, 

der an die Serin-Threonin-Phosphatase Calcineurin bindet und damit deren Aktivität hemmt 

[98, 99]. Calcineurin dephosphoryliert die cytosolische Komponente des 

Transkriptionsfaktors nuclear factor of activated T-cells (NF-AT). Anschließend gelangt

NF-AT in den Zellkern und bildet einen Komplex mit weiteren Transkriptionsfaktoren. 

Dieser Komplex reguliert die Transkription von IL-2. CsA verhindert die Bildung des NF-

AT-Komplexes und reduziert somit die Transkription von IL-2.

Neben der immunsuppressiven Wirkung hat CsA auch ausgeprägte nephrotoxische 

Wirkungen, zu denen auch einige Merkmale der oben beschriebenen chronischen 

Nephropathie zählen. Die Behandlung mit CsA kann zu tubulärer Atrophie, interstitieller

Fibrose und glomerulärer Sklerose in den Transplantaten führen [100]. Akute Effekte einer 

CsA-Behandlung sind die Erhöhung der prä- und postglomerulären Widerstände, die zu 

einem reduzierten renalen Plasmafluss und einer reduzierten glomerulären Filtrationsrate

(GFR) führen [101, 102]. Es wird vermutet, dass die Ursachen der vasokonstriktorischen

Effekte der akuten CsA-Behandlung eine erhöhte Wirkung von Vasokonstriktoren wie ET-

1, Thromboxan oder Angiotensin II und/oder eine reduzierte Wirkung von Vasodilatatoren 

wie Prostaglandin E2 und Stickstoffmonoxid sein können [95]. Außerdem kann die GFR 
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durch einen reduzierten Ultrafiltrationskoeffizienten aufgrund struktureller oder diskreter 

funktioneller Veränderungen des glomerulären Filters vermindert sein [95, 103].

Die molekularen Mechanismen der CsA-induzierten Nephrotoxizität sind teilweise 

aufgeklärt. In renalen Epithelzellen ist die CsA-Nephrotoxizität durch die Hemmung des 

Zellzyklus und die Induktion von Genen der Apoptosesignalwege gekennzeichnet [104]. 

Darüber hinaus wurde in Zellkultur- und Tierversuchen eine erhöhte Bildung von ROS 

beschrieben, die eine gesteigerte Degenerierung zellulärer Strukturen, wie Membranen,

durch Oxidation nach sich zieht [105-108]. Auch die durch CsA-Behandlung induzierte 

Ischämie kann zum erhöhten ROS-Gehalt im Gewebe führen [109]. ROS entstehen bei der 

enzymatischen Oxidation von NADPH, als Nebenprodukt in der Atmungskette in den 

Mitochondrien, bei der Oxidation von Fettsäuren durch Cytochrom-P450-Oxidasen oder bei 

der Oxidation von Xanthin zu Urat in den Peroxisomen [110]. Bei Ratten waren nach CsA-

Behandlung die renalen NADPH-Oxidase (Nox)- und Xanthinoxidase (Xo)-Aktivitäten 

erhöht [111, 112].

Die Effekte von ROS werden durch antioxidativ wirkende Systeme und zelluläre 

Reparaturmechanismen begrenzt. Zu den direkten antioxidativen Systemen gehören 

Enzyme wie die Superoxiddismutase (Sod), die Katalase und die Glutathionperoxidase

(Gpx) [113]. Dabei kann die Hemmung dieser Enzyme durch CsA-Behandlung deren anti-

oxidative Wirkung begrenzen [114]. Auch Proteine wie Thioredoxin und niedermolekulare 

Substanzen wie radikalfangende Vitamine (C, E, A), Bilirubin und Harnsäure tragen zur 

Aufrechterhaltung der zellulären Redoxhomöostase bei [113, 115, 116]. Interessanterweise

sind einige dieser Stoffe (Glutathion, Bilirubin, Harnsäure) Substrate der Mrp-Transporter

[17, 18]. Die Mrp-Transporter können somit ein wichtiges Kettenglied bei der Erhaltung der

oxidativen Homöostase der Zelle und dem Schutz vor cytotoxischen Substanzen sein.

Bei der Sekretion von CsA aus renalen Nierenepithelzellen leisten Mrp2 und Mdr1 einen 

wichtigen Beitrag [117-120]. Zusätzlich wird durch den CsA-Transport die Sekretion 

anderer Substrate dieser beiden Transportproteine gehemmt [118-120]. Eine Akkumulation 

dieser Substanzen kann neben CsA zusätzlich nephrotoxisch wirken. Durch die 

Kompetition der Substrate mit CsA ist auch eine Akkumulation von CsA in

Nierenepithelzellen möglich. Bei Mäusen wurde eine Stunde nach einmaliger oraler 

Applikation von CsA eine höhere CsA-Konzentration im Nierengewebe gefunden als im 

Plasma [121], was für eine Akkumulation von CsA in den Nieren spricht. Zudem wurden 
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pharmakokinetische Wechselwirkungen mit einem anderen Immunsuppressivum 

(Sirolimus) nachgewiesen [122]. Die kombinierte Behandlung mit CsA und Sirolimus 

führte zu einer größeren Reduktion der GFR, als die alleinige Behandlung mit CsA. 

Außerdem wurden bei kombinierter Behandlung mit CsA und Sirolimus höhere Blut-CsA-

Konzentrationen im Nierengewebe nachgewiesen [122]. Daraus schlossen die Autoren auf 

eine Verstärkung der CsA-induzierten Nephrotoxizität aufgrund einer Beeinflussung des 

Transports von Sirolimus durch CsA [122]. 

Klinische und experimentelle Untersuchungen legen eine Bedeutung von Mdr1 für das 

Entstehen einer CsA-induzierten Nephrotoxizität nahe [123-125]. In Biopsien von 

Nierentransplantaten mit CsA-induzierter Nephrotoxizität wurde ein niedrigerer Mdr1-

Proteingehalt nachgewiesen als bei Nierentransplantaten ohne Nephrotoxizität [123]. 

Außerdem ist bei Ratten nach Behandlung mit CsA ein erhöhter renaler Mdr1-Proteingehalt 

beobachtet worden [124]. Des Weiteren beschrieb eine Assoziationsstudie eine statistisch 

signifikante Korrelation zwischen einem SNP (single nucleotide polymorphism) im Mdr1-

Gen des Nierenspenders und der Häufigkeit des Auftretens einer chronischen CsA-

Nephropathie [125]. 

Die Bedeutung von Mrp2 für die CsA-induzierte Nephrotoxizität wurde bislang nicht 

untersucht. Das redox-sensitive Element in der Promoterregion des Abcc2-Gens, das eine 

Nrf2-vermittelte Akivierung der Mrp2-Genexpression ermöglicht, lässt auf eine Rolle von 

Mrp2 bei der Redoxhomöostase schließen [58]. Nierenkreuztransplantationsstudien zeigten, 

dass bei renaler Mrp2-Defizienz die mRNA-Expression antioxidativ wirkender Proteine wie 

Hämoxygenase-1 (HO-1), Glutaredoxin-2 und einiger Glutathion-S-Transferasen (Gst) in 

der Niere erhöht war [31]. Dieser Befund weist auf eine gestörte Redoxhomöostase bei

fehlendem Mrp2 hin, die durch die Aktivierung antioxidativer Abwehrmechanismen 

kompensiert wird. Bei Exposition der Niere gegenüber einem Mrp2-Substrat, das

oxidativen Stress induziert, kann die Bedeutung von Mrp2 für die Aufrechterhaltung der 

zellulären Redoxhomöostase zunehmen. Daher wurde in dieser Arbeit unter anderem 

untersucht, ob renale Mrp2-Defizienz die CsA-induzierte Nephrotoxizität verstärkt.
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1.5. Fragestellungen

Das sympathische Nervensystem beeinflusst die Nierenfunktion in vielfältiger Weise. Bei 

eingeschränkter Nierenfunktion ist die Aktivität des sympathischen Nervensystems häufig 

gesteigert. In dieser Arbeit sollte der Einfluss der renalen Denervation auf die Expression 

und die Transportfunktion der Mrp-Transporter in der Niere untersucht werden:

1. Welche Auswirkungen hat die unilaterale renale Denervation auf die renale 

Expression der Mrp-Transporter Mrp2 und Mrp4?

2. Welchen Einfluss hat die unilaterale renale Denervation auf den renalen Efflux des 

Mrp2- und Mrp4-Substrates PAH in vivo unter steady-state-Bedingungen?

3. Welche Auswirkungen hat die Denervation der Niere auf die renale Expression von 

Mrp2, Mrp3 und Mrp4 unter den Bedingungen einer experimentellen Reduktion der 

Nierenmasse um 5/6 des Gewebes?

Mrp2 spielt eine wichtige Rolle bei der Elimination endogener und xenobiotischer

organischer Substanzen. Die Induktion von Genen antioxidativer Proteine in der Niere bei 

systemischer Mrp2-Defizienz deutet darüber hinaus auf eine Rolle von Mrp2 bei der

zellulären Redoxhomöostase hin. In dieser Arbeit sollte der Einfluss des renalen Mrp2 auf 

die CsA-induzierte Nephrotoxizität untersucht werden:

4. Verstärkt die renale Mrp2-Defizienz die akute CsA-induzierte Nephrotoxizität nach 

Nierentransplantation aufgrund einer erhöhten metabolischen und oxidativen 

Belastung der Niere?

Die Bedeutung des renalen Mrp2 sollte anhand eines mRNA-Expressionsprofils und 

der Expression sowie Aktivität von oxidativ bzw. antioxidativ wirkenden

Enzymsystemen charakterisiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Tiere, operative Eingriffe und in vivo Messungen

2.1.1. Tiere

Alle Eingriffe an den Versuchstieren wurden nach den Richtlinien der „European 

Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other 

Scientific Purposes“ und dem deutschen Tierschutzgesetz durchgeführt und von der 

Tierversuchskommission des Landes Mecklenburg-Vorpommern genehmigt. Es wurden 

männliche Lewisratten (LEW.1W, Wildtyp) und kongene Mrp2-defiziente (LEW.1W-

ABCC2

-/-

) Lewisratten im Alter von 8-10 Wochen und einem Gewicht von 250-350 g zu 

Versuchsbeginn eingesetzt. Die Ratten wurden von der Abteilung für Versuchstierkunde

des Instituts für Pathophysiologie der Universität Greifswald bezogen. Vor und während der 

Versuche wurden die Tiere bei konstanten Bedingungen gehalten. Diese waren durch eine 

Temperatur von 22°C, einen Tag-Nacht-Rhythmus von je 12 h (mit einer Lichtphase von 6-

18 Uhr), eine relative Luftfeuchtigkeit von 60 % und freien Zugang zu Futter (Tierfutter 

V1326-000 R-Z, Ssniff Spezialdiäten, Soest, Deutschland) und Wasser gekennzeichnet.

2.1.2. Lokale Denervation einer Niere und 5/6-Nephrektomie

Die Ratte wurde mit Diethylether anästhesiert und bei konstanter Körpertemperatur 

(temperaturkontrolliertes Heizkissen) in Rückenlage fixiert. Das Abdomen wurde mit einem 

Medianschnitt geöffnet und die Arteria und Vena renalis wurden freipräpariert. Alle 

sichtbaren, um die Gefäße ziehenden Nerven wurden durchtrennt und die Gefäße mit 10 % 

Phenol in absolutem Ethanol zur Verödung von verbliebenem Nervengewebe eingestrichen.

Bei der Scheindenervation erfolgte eine operative Freilegung der Nieren und Nierengefäße 

ohne Denervation. Abschließend wurde das Abdomen durch einen schichtweisen 

Wundverschluss wieder vernäht.

Für die 5/6-Nephrektomie wurde der obere und untere Pol der linken Niere mit 

chirurgischem Nahtmaterial (3-0) abgebunden und das Nierengewebe ober- und unterhalb 

der Ligatur mit einer kleinen Operationsschere entfernt, sodass noch ein Drittel 

funktionstüchtigen Gewebes verblieb. Anschließend erfolgte die Denervation oder 

Scheindenervation der linken Niere. Auf der rechten Seite wurde eine Nephrektomie 
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vorgenommen. Dazu wurden die Gefäße und der Harnleiter am Nierenhilus abgebunden. 

Die Nierenkapsel wurde geöffnet und das Nierengewebe entfernt. 

Bei den uninephrektomierten Kontrolltieren wurde nur die rechtsseitige Uninephrektomie 

nach der Denervation oder Scheindenervation der linken Niere durchgeführt.

2.1.3. Nierentransplantation

Bei der Nierentransplantation wurden LEW.1W als Empfänger und LEW.1W oder kongene 

Mrp2-defiziente Ratten (LEW.1W-ABCC2

-/-

) als Spender verwendet. Eine Transplantat-

abstoßung erfolgt aufgrund des hohen Grades an genetischer Übereinstimmung zwischen 

Wildtyp- und kongenen Mrp2-defizienten Tieren nicht [31]. Die Nierenentnahme beim

Spendertier und die Vorbereitung des Empfängertiers erfolgten simultan durch zwei 

Operateure, so dass die Ischämiezeit maximal 30 min betrug. Vor der Transplantation 

wurde den Empfängertieren die linke native Niere entnommen. Die Spenderniere wurde mit 

der A. renalis, der V. renalis sowie dem Harnleiter explantiert. Die A. renalis wurde über 

einen Aorten-Patch mit der Aorta und die V. renalis mit der Hohlvene des Empfängertiers 

verbunden [31, 78]. Der Harnleiter wurde in die Harnblase des Empfängertiers implantiert. 

Eine Woche nach der Transplantation wurde durch einen zweiten Eingriff die verbliebene 

rechte Niere des Empfängers entfernt, so dass die Tiere nur mit dem Transplantat lebten.

2.1.4. Durchführung der PAH- und Inulin-Clearance

Die Ratten wurden mit Natriumpentobarbital (i.p., 60 mg/kg) narkotisiert und bei konstanter 

Körpertemperatur in Rückenlage fixiert. Es wurde ein Katheter in die A. carotis communis 

gelegt, mit dem über einen Druckwandler und einen Brückenverstärker der arterielle Druck

und die Herzfrequenz registriert wurden. Zur Infusion der PAH-Lösungen wurde ein 

Katheter in der V. jugularis platziert. Das Narkosemittel sowie ein Muskelrelaxanz 

(Pancuroniumbromid, 1 mg*kg

-1

*h

-1

) wurden während des Versuchs über einen Zugang in 

der linken Femoralvene verabreicht. Die Beatmung erfolgte über eine Trachealkanüle, an 

der nach Gabe von Pancuroniumchlorid ein Beatmungsgerät angeschlossen wurde. Des 

Weiteren wurde für die seitengetrennte Sammlung des Urins von innervierter und 

denervierter Niere jeweils ein Katheter in beide Harnleiter platziert. Unmittelbar nach der 

Platzierung der Katheter wurde die Infusion angeschlossen. Anschließend wurde eine 

30minütige Ruhephase eingehalten, in der sich die Nierenfunktion sowie kardiovaskuläre 
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Parameter stabilisierten. Anschließend folgten drei Versuchsabschnitte mit je einer PAH-

Infusionsrate von 25, 50 oder 75 mg*kg

-1

*h

-1

. Die Lösungen enthielten zusätzlich 4 mg/ml

Inulin zur Bestimmung der glomerulären Filtrationsrate (siehe Abschnitt 2.5.2 Bestimmung 

der Inulin- und PAH-Clearance), 0,9 % (w/v) Natriumchlorid und 20 mg/ml bovines 

Serumalbumin. Nach jeweils 30 min Vorlauf der Infusionen zur Äquilibrierung folgte eine 

Sammelperiode von 25 min, in der der Urin gesammelt und 400 µl Blut (in EDTA) in 

Reaktionsgefäßen abgenommen wurden. Die Bestimmung des Harnzeitvolumens erfolgte 

durch Wägung der Urinproben. Die Proben wurden mit 5000 RZB (5 min, 25°C) 

zentrifugiert und der Überstand des Urins und das Plasma wurden bis zur Bestimmung von 

Inulin- und PAH-Konzentrationen bei -20°C gelagert. Nach Versuchsende wurden beide 

Nieren entnommen und gewogen. Der Tod der Ratten trat nach der Nierenentnahme unter 

tiefer Narkose durch Verbluten ein.

2.2. Versuchsdesign

2.2.1. Renale Denervation und Mrp-Transporterexpression

2.2.1.1. Unilaterale renale Denervation bei Wildtyp- und Mrp2-defizienten Tieren

Jeweils eine Niere von Wildtyp-Lewisratten (LEW.1W) und kongenen Mrp2-defizienten 

Ratten (LEW.1W-ABCC2

-/-

) wurde denerviert, so dass das Experiment zwei 

Versuchsgruppen mit je einer denervierten und einer innervierten Niere umfasste (n=6-8):

          1. LEW.1W-Ratten: innervierte und denervierte Niere

          2. LEW.1W-ABCC2

-/-

-Ratten: innervierte und denervierte Niere

Zwei Wochen nach der Denervation wurden die Inulinclearance und die fraktionelle PAH-

Exkretion (FE
PAH

) bestimmt. Anschließend erfolgten die Entnahme der Nieren und die 

Präparation des renalen Kortexgewebes. Das Gewebe wurde bis zur Bestimmung der Mrp2-

und Mrp4-Expression (mRNA- und Proteingehalte) bei -70°C gelagert.

2.2.1.2. Reduktion der Nierenmasse

In zwei weiteren Experimenten wurde der Effekt der Denervation auf die Mrp-

Transporterexpression nach 5/6-Nephrektomie bei Wildtyp-Lewisratten untersucht (n=6-7). 
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Dazu wurde die linke Niere um 2/3 der Nierenmasse reduziert und anschließend einer 

lokalen Denervation (oder einer Scheindenervation) unterzogen. In den Kontrollgruppen 

wurde keine Nierenmassereduktion an der linken Niere durchgeführt. Anschließend wurden 

die Tiere aller Gruppen auf der rechten Seite nephrektomiert. Durch die Denervationen 

(oder Scheinoperationen) und die anschließenden Nierenmassereduktionen ergaben sich

vier Versuchsgruppen: 

1. uninephrektomierte Tiere mit intakter renaler Innervation 

2. uninephrektomierte Tiere mit renaler Denervation

3. 5/6-nephrektomierte Tiere mit intakter renaler Innervation

4. 5/6-nephrektomierte Tiere mit renaler Denervation

Nach drei Wochen bzw. nach sieben Wochen wurde retroorbital Blut zur Bestimmung der

Plasma-Kreatininkonzentration entnommen. Dafür wurden die mit Diethylether 

narkotisierten Tiere mit einem Glasröhrchen retroorbital punktiert und es erfolgte die 

Sammlung von 1,5 ml Blut in einem mit EDTA vorbereiteten Reaktionsgefäß. Die Nieren 

wurden entnommen, das Kortexgewebe präpariert und ein Teil hiervon zur Bestimmung des 

Redoxstatus der Niere unmittelbar verarbeitet. Zudem wurden die Nebennieren zur 

Messung des Tyrosinhydroxylase-mRNA-Gehalts entnommen. Das verbliebene 

Kortexgewebe und das Nebennierengewebe wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren und 

bis zur späteren Bestimmung der Mrp2-, Mrp3- und Mrp4-Expression (mRNA- und 

Proteingehalte) und der histologischen Untersuchungen bei -70°C gelagert. Bei den 

Experimenten mit renaler Denervation wurde an Stichproben ein Teil des Gewebes zur 

Kontrolle der Denervation anhand der Noradrenalingehalte separat eingefroren.

2.2.2. Mrp2-Defizienz und akute CsA-Nephrotoxizität

Es wurden Transplantationen zwischen Lewisratten (LEW.1W) und kongenen Mrp2-

defizienten (LEW.1W-ABCC2

-/-

) Ratten mit anschließender CsA-Behandlung durchgeführt 

(n=8). Als Nierenempfänger dienten LEW.1W-Wildtyptiere, die keine systemische Mrp2-

Defizienz aufwiesen. Als Kontrollen wurden syngene Transplantationen bei Wildtyptieren 

durchgeführt. Ab dem Tag der Transplantation wurde das Gewicht der Ratten täglich 

protokolliert. Nach einer Erholungsphase von zwei Wochen wurden die Tiere randomisiert 

für eine Woche mit einer immunsuppressiv wirksamen CsA-Dosis (10 mg*kg

-1

*d

-1

) bzw. 
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einer bei Ratten nephrotoxisch wirkenden CsA-Dosis (30 mg*kg

-1

*d

-1

) oder mit einer CsA-

freien Diät behandelt [126, 127]. Jedes Tier bekam eine Menge von 30 g Spezialfutter

(E15430-20 mit 0,6 % Natriumchlorid, Ssniff Spezialdiäten, Soest, Deutschland) pro Tag 

mit der dem Körpergewicht angepassten CsA-Menge für die entsprechende Dosis. Im 

folgenden Zeitstrahl (Abbildung 2) ist der Verlauf des Experiments dargestellt:

Tag 0

Transplantation

Tag 7

Nephrektomie

rechts

Tag 21-27

CsA- oder Schein-

behandlung

Tag 28

Organentnahme

Abbildung 2. Zeitstrahl des experimentellen Protokolls der CsA-Nephrotoxizität bei Mrp2-

Defizienz

Die Versuchstiere wurden anhand des zweifaktoriellen Designs des Experiments nach den 

beiden Faktoren (renale Mrp2-Defizienz, CsA-Behandlung) randomisiert in folgende 

Versuchsgruppen eingeteilt:

1. LEW.1W-Ratten mit LEW.1W-Transplantat, CsA-freie Diät; 

      2. LEW.1W-Ratten mit LEW.1W-Transplantat, 10 mg*kg

-1

*d

-1

 CsA; 

      3. LEW.1W-Ratten mit LEW.1W-Transplantat, 30 mg*kg

-1

*d

-1

 CsA; 

4. LEW.1W-Ratten mit LEW.1W-ABCC2

-/-

-Transplantat, CsA-freie Diät; 

      5. LEW.1W-Ratten mit LEW.1W-ABCC2

-/-

-Transplantat, 10 mg*kg

-1

*d

-1

 CsA; 

      6. LEW.1W-Ratten mit LEW.1W-ABCC2

-/-

-Transplantat, 30 mg*kg

-1

*d

-1

 CsA. 

Nach einer Woche mit CsA-Behandlung wurde retroorbital Blut (1,5 ml) für die 

Bestimmung der Plasma-Kreatininkonzentration und der Blut-CsA-Konzentration 

gewonnen. Nierenkortex- und Lebergewebe wurden für molekularbiologische und 

biochemische Untersuchungen präpariert und bei -70°C eingefroren. Nach der 

Organentnahme trat der Tod der Ratten unter tiefer Narkose durch Verbluten ein.
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2.3. Herstellung des CsA-Spezialfutters und Messung der Blut-CsA-

Konzentration

Eine CsA-Suspension (Sandimmun®, Novartis, Basel) wurde in Olivenöl aufgenommen 

und mit Spezialfutter (E15430-20, mit 0,6 % Natriumchlorid, Ssniff Spezialdiäten, Soest, 

Deutschland) in der zum Erreichen der entsprechenden Dosis notwendigen Menge 

gemischt. Anschließend wurde die Futtermasse in 30-g-Portionen aufgeteilt und bei -20°C 

für maximal fünf Tage gelagert. Die Herstellung der CsA-freien Diät erfolgte in gleicher 

Weise mit Olivenöl und dem Spezialfutter. 

Die Bestimmung der CsA-Konzentration im Vollblut wurde im Institut für Klinische 

Chemie und Laboratoriumsmedizin der Universitätsmedizin Greifswald durchgeführt. Die

dabei verwendete Methode für die Konzentrationsmessung basiert auf einer 

immunologischen Technik, bei der durch magnetische Partikel freie und CsA-gebundene 

Antikörper voneinander getrennt werden [128]. Zusätzlich wurde eine Positivkontrolle mit 

bekannter CsA-Konzentration mitgeführt. Die Detektionsgrenze lag bei 25 ng/ml. Die 

Proben wurden vor der Messung verdünnt.

2.4. Aufarbeitung des Nierenkortexgewebes für die Bestimmung des 

Noradrenalingehalts

Die Gewebeproben (je 200 mg Nierenkortex) wurden in 2,5 ml Perchlorsäure (0,2 mol/l) 

bei 4°C homogenisiert und bei 10000 RZB zentrifugiert (10 min, 4°C). Anschließend wurde 

der Überstand abgenommen und bei -20°C eingefroren. Die Messung des

Noradrenalingehalts fand im Institut für klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der

Universitätsmedizin Greifswald statt und wurde mittels Hochdruckflüssigkeits-

chromatographie (HPLC) mit anschließender elektrochemischer Detektion durchgeführt

[78].
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2.5. Fotometrische Bestimmung von Kreatinin, Inulin und PAH

2.5.1. Plasma-Kreatininkonzentration

Kreatinin, das Abbauprodukt der organischen Säure Kreatin, wird in der Niere frei filtriert 

und kann zur Abschätzung der Filtrationsleistung der Niere herangezogen werden. Die 

Kreatininkonzentration wurde mittels des Creatinine liquicolor-Kit (Human GmbH, 

Wiesbaden, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Dieser Assay beruht 

auf der Reaktion von Kreatinin mit Pikrinsäure, bei der ein gelber Farbkomplex entsteht, 

der bei einer Wellenlänge von 546 nm detektiert wird.

2.5.2. Bestimmung der Inulin- und PAH-Konzentration in Plasma und Urin

Inulin ist ein stoffwechselinertes verzweigtes Polyfructosid und besteht aus bis zu 100 

Fruktosemolekülen. Es wird frei filtriert, jedoch tubulär weder resorbiert noch sezerniert 

und eignet sich somit für die Bestimmung der GFR. Der Nachweis von Inulin beruht auf der 

Reaktion der Fruktosemoleküle mit Resorcinol zu einem farbigen Komplex, der bei 490 nm 

detektiert werden kann.

Die Urinproben (siehe Abschnitt 2.1.4. Durchführung der PAH- und Inulin-Clearance)

wurden in einer Verdünnung zwischen 1:20 bis 1:100, die Plasmaproben unverdünnt 

eingesetzt. Anhand einer Standardkurve mit Inulinkonzentrationen von 0,025; 0,05; 0,1; 

0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 1,6 mg/ml und einer Negativkontrolle ohne Inulin konnte die 

Inulinkonzentration in den Proben bestimmt werden. Zur Präzipitation der Proteine wurden 

200 µl der Proben (oder Standards) mit 200 µl 15 % Trichloressigsäure versetzt, gemischt 

und zentrifugiert (14000 RZB, 8 min, 25°C). Vom Überstand wurden 100 µl mit 100 µl 

destilliertem Wasser, 200 µl Resorcinol (1 mg/ml) und 300 µl konzentrierter Salzsäure (37 

%) versetzt und für 25 min bei 80°C im Wasserbad inkubiert. Anschließend wurde die 

Reaktion durch Abkühlen auf 4°C gestoppt. Je 200 µl der Proben und Standards wurden in 

Duplikaten in eine Mikrotiterplatte zur Extinktionsmessung bei einer Wellenlänge von 490 

nm pipettiert [129]. Die Inulinkonzentration wurde mit dem arithmetrischen Mittelwert der 

Extinktionsmessungen der Proben berechnet. Anhand der gemessenen Extinktionen der 

eingesetzten Standards konnte durch lineare Regression die Konzentration der Proben 

ermittelt werden.
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PAH wird renal durch Filtration und tubuläre Sekretion aus dem Plasma entfernt. An der 

Sekretion sind die Transportproteine Mrp2 und Mrp4 maßgeblich beteiligt [130]. Daher 

eignet sich die FE
PAH

 als Maß für die Transportquantifizierung von Mrp2 und Mrp4. Im 

Plasma und im Urin kann PAH über die Reaktion mit p-Dimethylaminozimtaldehyd zu 

einem farbigen Komplex (570) nachgewiesen werden.

Die Urinproben (siehe Abschnitt 2.1.4. Durchführung der PAH- und Inulin-Clearance)

wurden in einer Verdünnung zwischen 1:10 und 1:200 und die Plasmaproben unverdünnt 

eingesetzt. Für die Bestimmung der PAH-Konzentration in den Proben wurde eine 

Standardkurve hergestellt, bei der PAH in zehn Standards von 0,005; 0,01; 0,015; 0,02; 

0,03; 0,04; 0,05; 0,06; 0,08; 0,1 mg/ml und eine Negativkontrolle ohne PAH in Plasma 

(oder verdünntem Urin) gelöst wurde. Die Entfernung der Proteine aus den Proben und 

Standards erfolgte wie bei der Bestimmung von Inulin. Es wurden 50 µl des Überstands mit 

150 µl p-Dimethylaminozimtaldehyd (1 % w/v in 96 % Ethanol) versetzt und für 20 min bei 

Raumtemperatur inkubiert [131]. Anschließend wurde in je 200 µl der Proben und 

Standards in Duplikaten die Absorption bei 570 nm bestimmt [131]. Von den in Duplikaten 

gemessenen Extinktionen wurde der arithmetische Mittelwert gebildet und mittels der

eingesetzten Standardkurve konnte die PAH-Konzentration in den Proben berechnet 

werden. 

2.5.3. Berechnung der GFR und der fraktionellen PAH- Exkretion

Die Berechnung der GFR und der PAH-Clearance sowie der fraktionellen PAH-Exkretion 

(FE
PAH

) erfolgte nach folgenden Formeln:

GFR  =  Inulinclearance = 

V
Urin

*  [Inulin]
Urin

[Inulin]
Plasma

*  NG

PAH-Clearance = 

V
Urin

*  [PAH]
Urin

[PAH]
Plasma

*  NG
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FE
PAH

=

PAH-Clearance

Inulinclearance

V
Urin

= Urinfluss [ml/min]

[Inulin]
Urin

= Inulinkonzentration im Urin [mg/ml]

[Inulin]
Plasma

= Inulinkonzentration im Plasma [mg/ml] 

[PAH]
Urin

= PAH-Konzentration im Urin [mg/ml]

[PAH]
Plasma

= PAH-Konzentration im Plasma [mg/ml]

NG = Nierengewicht [g]

2.6. Glutathionbestimmung durch enzymatisches Recycling

Die Konzentration des Gesamtglutathions und des oxidierten Glutathions (GSSG) im 

Nierenkortex- und im Lebergewebe wurde durch enzymatisches Recycling nach OWENS

und BELCHER bestimmt [132]. Hierzu wurde die Methode von MOURAD et al. in unserem 

Labor etabliert [133]. Beim Reaktionsansatz ging entweder das gesamte Glutathion 

(reduziert und oxidiert) oder nur GSSG in die Messung ein. Zunächst wurde die 

Konzentration des Gesamtglutathions bestimmt. Das reduzierte Glutathion (GSH) wurde 

durch die Reduktion von 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoesäure) (DTNB) zu 5-Thio-2-

nitrobenzoesäure (TNB) oxidiert:

2GSH    +    DTNB       GSSG   +   2TNB

TNB weist ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 412 nm auf. In der 

Folgereaktion wurde das entstandene oxidierte Glutathion durch exogene 

Glutathionreduktase wieder reduziert, wodurch der Ausgangsstoff der ersten Reaktion 

wieder zur Verfügung stand. 

Glutathionreduktase

GSSG   +   NADPH  +   H

+

2GSH   +   NADP

+

Bei dieser sich selbst verstärkenden Reaktion wurden die Reaktionsbedingungen so 

festgelegt, dass Glutathion die Reaktionsgeschwindigkeits-limitierende Komponente 

darstellt. Die Bestimmung des GSSG-Gehalts erfolgte nach vorheriger Maskierung des 
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GSH mit 2-Vinylpyridin in einem zu der Bestimmung des Gesamtglutathions äquivalenten 

Ansatz.

2.6.1. Aufarbeitung des Gewebes

Das renale Kortex- und das Lebergewebe (ca. 50-100 mg) wurden mit dem 10fachen 

Volumen 5%iger Metaphosphorsäurelösung (mit 2 mM EDTA; 10µl/mg Gewebe) versetzt 

und bei 4°C homogenisiert. Metaphosphorsäure schützt GSH vor Autooxidation und 

denaturiert aufgrund des niedrigen pH-Wertes die Proteine in der Probe. Das Homogenat 

wurde bei 3000 RZB zentrifugiert (5 min, 4°C) und der Überstand steril filtriert. 

Anschließend wurde die klare Lösung aliquotiert und bis zur Messung bei -70°C gelagert.

2.6.2. GSH-Derivatisierung und Absorptionsmessung

Ein Volumen von 50 µl der eingefrorenen Nierenkortexlösung wurde in 1000 µl 

Natriumdihydrogenphosphatpuffer (100 mmol/l, pH 7,8) aufgenommen. Für die Messung 

der Gesamtglutathionkonzentration in den Leberproben wurden diese zusätzlich fünffach 

mit dem gleichen Puffer verdünnt. Zur getrennten Messung der Konzentrationen von GSSG

und Gesamtglutathion wurden die Proben jeweils in zwei Reaktionsgefäße aufgeteilt. Für 

die Messung der Konzentration von GSSG wurde die Probe mit 2-Vinylpyridin (1 µl mit 99

µl Probe) versetzt und für 3 h bei 25°C geschwenkt. Währenddessen wurde die

Gesamtglutathionkonzentration im folgenden Reaktionsansatz gemessen: 800 µl 

Natriumdihydrogenphosphatpuffer (125 mmol/l, pH 6,9), 50 µl DNTB (7 mmol/l), 50 µl 

NADPH (0,5 mmol/l) und 50 µl Probe. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 µl 

Glutathionreduktase (2 units/Ansatz) gestartet und wies in einem fünfminütigen Zeitraum 

ab der 2. Minute einen linearen Anstieg auf, der anhand einer Standardkurve quantifiziert 

werden konnte. Die Standardproben wurden aus GSSG und GSH in einem 

Mischungsverhältnis von 25:1 (GSH:GSSG) hergestellt und wie die Proben behandelt. Die 

Gesamtglutathionkonzentrationen der Standards betrugen 13, 26, 52, 104, 208, 312 und 520 

µmol/l. Außerdem wurde eine Negativkontrolle ohne Glutathion mitgeführt. 

Anschließend erfolgte die Messung der Konzentration von GSSG in einem der 

Gesamtglutathionmessung äquivalenten Reaktionsansatz, wobei bei gleichem Endvolumen 

das Probenvolumen auf 150 µl erhöht wurde. Das Volumen des

Natriumdihydrogenphosphatpuffers wurde entsprechend reduziert. Die Messung der 
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Konzentration von GSSG wurde über einen zehnminütigen Zeitraum ab der 6. Minute nach 

Zugabe der Glutathionreduktase (2 units/Ansatz) durchgeführt.

Die Konzentration an Gesamtglutathion oder GSSG wurde auf das eingesetzte 

Frischgewicht des Gewebes bezogen und in µmol/g Frischgewicht angegeben. Aus dem 

Konentrationsverhältnis von GSSG und Gesamtglutathion wurde der Glutathionquotient 

berechnet.

2.7. Real-time RT-PCR

Die Real-time Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (Real-time RT-PCR) 

erfasst die Transkriptmenge im untersuchten Gewebe und ermöglicht somit die 

semiquantitative Bestimmung der mRNA-Gehalte für einzelne Zielgene.

2.7.1. Isolierung der RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte in Anlehnung an die Methode von CHOMCYNSKI

und SACCHI [134]. Bei der Aufarbeitung wurden je maximal acht Proben gleichmäßig 

verteilt über alle Versuchsgruppen verwendet, um ein schnelles und randomisiertes 

Arbeiten sicher zu stellen. Dabei wurden 50-100 mg Gewebe im 15fachen Volumen 

TRIzol® (15 µl/mg Gewebe von Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland,) bei 4°C 

homogenisiert, wobei die Protein-Nukleinsäure-Komplexe des Homogenats dissoziieren, 

ohne die Integrität der RNA signifikant zu erniedrigen. Verbleibende Zelltrümmer wurden 

durch eine 500-RZB-Zentrifugation (5 min, 4°C) entfernt und der Überstand wurde in 

einem neuen Reaktionsgefäß mit Chloroform (3µl/mg Einwaage) überschichtet und 

vorsichtig invertiert, um die RNA in eine wässrige Phase zu überführen. Nach 3 min 

Inkubationszeit bei 25°C wurden die Proben bei 12000 RZB (15 min, 4°C) zentrifugiert. 

Die obere Phase, in der sich die RNA befand, wurde vorsichtig in ein neues Gefäß 

überführt. Daraufhin erfolgte die Fällung der RNA mit Isopropanol, bei der die Proben 

mehrmals invertiert und für 15 min (25°C) inkubiert wurden. Nach einem weiteren 

Zentrifugationsschritt (12000 RZB, 20 min, 4°C) wurde das Pellet mit Ethanol (75 %) 

gewaschen und erneut in gleicher Weise zentrifugiert. Der Waschüberstand wurde 

dekantiert und das Pellet einige Minuten an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde in RNA-

Storage Solution aufgenommen und kurz erwärmt (60°C, 10 min) um ein vollständiges 
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Lösen der RNA zu erreichen. Es erfolgte die fotometrische Bestimmung der Konzentration 

und der Reinheit. Eine mögliche Kontamination der RNA-Präparation mit Proteinen kann 

durch die Messung der Absorptionsmaxima von Nukleinsäuren (260 nm) und Proteinen 

(280 nm) detektiert werden. Bei einem Verhältnis der Extinktionen von Nukleinsäuren und 

Proteinen (260/280 nm) ab 1,8 kann die RNA in weiteren Anwendungen verarbeitet 

werden. In den experimentellen Proben wurde ein Extinktionsverhältnis von mindestens 

1,95 in TE (Tris/EDTA)-Puffer gemessen. Die Extinktionen bei 260 nm entsprachen RNA-

Konzentrationen zwischen 0,5 und 1,5 µg/µl.

2.7.2. DNAse-Behandlung und Fällung der RNA

Um potentielle DNA-Kontamination aus den RNA-Proben zu entfernen, wurde ein Verdau 

der DNA mit dem DNA-free

TM

-Kit (Ambion, Kassel, Deutschland) nach den Vorgaben des 

Herstellers durchgeführt. Dazu wurden die Proben für 30 min mit DNAse I behandelt 

(37°C), die anschließend durch ein Reagenz inaktiviert wurde. Um die RNA für die cDNA-

Synthese zu konzentrieren, wurde eine Fällung mit Ammoniumacetat und Acrylamid unter 

Verwendung des RNAqueous®-4PCR Kit (Ambion, Kassel, Deutschland) nach den 

Angaben des Herstellers durchgeführt. Die Fällung fand über 18 h bei -20°C statt. 

Anschließend wurden die Proben zentrifugiert (18000 RZB, 20 min, 4°C) und in RNAse-

freiem Wasser gelöst. Der Reinheitsgrad der Proben lag im gleichen Bereich wie unter 

2.7.1. beschrieben. Die Konzentrationen waren etwas niedriger (0,1 bis 1,0 µg/µl) als nach 

der RNA-Isolierung.

2.7.3. RNA-Gelelektrophorese

Die Überprüfung der RNA-Integrität erfolgte gelelektrophoretisch. Agarose wurde in 

doppelt destilliertem DEPC-Wasser durch vorsichtiges Erwärmen in der Mikrowelle gelöst, 

kurz abgekühlt und mit MOPS-Puffer, Formaldehyd und Ethidiumbromid versetzt und in 

eine Gelapparatur gegossen. In jede Tasche wurden 2 µg RNA-Probe in RNA-Ladepuffer 

aufgetragen und bei einer Spannung von 40 V aufgetrennt. Als Beispiel ist in Abbildung 3

ein RNA-Gel mit Proben aus dem Nierenkortex dargestellt. Darauf sind die 28 S und die 18 

S ribosomalen Untereinheiten deutlich zu erkennen, was auf eine gute RNA-Integrität 

schließen lässt.
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28 S

18 S

Abbildung 3. Agarosegel (1,2 %) mit RNA-Proben (2 µg) aus Nierengewebe.

2.7.4. cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde unter Verwendung des High-Capacity cDNA reverse 

Transcription-Kits (Applied Biosystems, Foster City, USA) nach den Angaben des 

Herstellers durchgeführt. Dabei wurden 2 µg RNA (in 20 µl Reaktionsansatz) mit einer 

Reversen Transkiptase unter Verwendung von Random Hexameren in cDNA 

umgeschrieben (2 h, 37°C) und anschließend mit RNAse-freiem Wasser je nach 

Anwendung 1:20 bis 1:300 verdünnt. Zusätzlich wurden in jedem Experiment mehrere 

RNA-Proben vereint und die zur cDNA-Synthese erforderlichen Arbeitsschritte ohne 

Zusatz von Reverser Transkriptase (-RT-Proben) durchgeführt, um potentielle 

Verunreinigungen mit genomischer DNA bei der anschließenden PCR zu detektieren.

2.7.5. PCR

Die verdünnte cDNA wurde mit genspezifischen Primern und einer DNA-Polymerase 

(TaqMan® Universal PCR Master Mix von Applied Biosystems, Foster City, USA oder 

Brilliant SYBR® Green Mix von Stratagene, Amsterdam, Niederlande) vervielfältigt. Dabei 

wurde in einem Reaktionsansatz eine Menge an cDNA eingesetzt, die 10 ng 

umgeschriebener RNA entsprach. Die Primer und Sonden wurden anhand von 

veröffentlichten mRNA-Sequenzen exonübergreifend und mit einer Amplikonlänge von 

etwa 150 Basenpaaren konstruiert und von der Firma TIB MolBiol bezogen (Tabelle 1). Die 

Sonden, die nur bei der TaqMan®-PCR verwendet wurden, enthalten FAM

TM

 als Reporter 

und TAMRA

TM

 als Signalquencher. Bei der SYBR® Green I-PCR wird ein Reagenz 

eingesetzt (SYBR® Green I dye), das bei unspezifischer Bindung an doppelsträngige DNA 

fluoresziert. Die Konzentrationen der Primer und Sonden (Tabelle 1) wurden vor den 

Experimenten auf niedrige Schwellenwerte (Ct) gegenüber dem Hintergrundsignal und eine 
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hohe PCR-Effizienz optimiert. Alle Reaktionsansätze wurden als Dreifachbestimmung 

durchgeführt. Zusätzlich befand sich auf jeder PCR-Platte eine Template-freie Kontrolle 

und mehrere -RT-Proben (siehe cDNA-Synthese). In keinem der Experimente wurde ein 

spezifisches Signal in diesen Kontrollen detektiert.

Tabelle 1. Genspezifische Primer und Sonden

Bezeichnung /

Zugangsnummern 

GenBank

Primer / Sonden

Konzentration 

der Primer und 

Sonden

Basensequenzen der Primer und Sonden

(5’-3’)

Abcc2 (Mrp2) /

NM_012833

vorwärts Primer 

rückwärts Primer

Sonde

50 nmol/l

900 nmol/l

50 nmol/l

TGATGGGATAGATGTTGCCT

AACAAAATGGGGTCCTGG

CATTGGACTGCACGACCTTCGAT

Abcc3 (Mrp3) /

NM_080581

vorwärts Primer

rückwärts Primer

Sonde

900 nmol/l

50 nmol/l

50 nmol/l

ATGCCTTACAGGTGACCTTG 

GCCTCAGTCTCCGTCTTAGAG

ACTCCTTGACTCTCTCCACGGCTATGTT

Abcc4 (Mrp4) /

NM_341375

vorwärts Primer

rückwärts Primer

Sonde

900 nmol/l

50 nmol/l

50 nmol/l

GACAGAGACAGTTAGTGTGCCTTG 

TAACTCGTCAGTTCTCGGATCCAC

AGTATCCGGTTTTTCTTCAGAATTGCCCT

Nox1 /

AF152963

vorwärts Primer  

rückwärts Primer

Sonde

50 nmol/l

300 nmol/l

50 nmol/l

CGGCGGTACTCAAGTCTGG 

TTGCCAAAGCCCAAGAATGA

ACGTTCTGAATTGGAGGAAGCCGC

Nox2 /

NM_023965

vorwärts Primer  

rückwärts Primer

Sonde

300 nmol/l

300 nmol/l

100 nmol/l

GCCAGTGAAGATGTGTTCAGCTATG 

CCTGCACAGCCAGTAGAAGTAGATC

CACGCCCTCTGCCTCCATTCTCAAGTT

Nox4 /

NM_053524

vorwärts Primer

rückwärts Primer

Sonde

900 nmol/l

50 nmol/l

100 nmol/l

ACTGTTTTCCCTCTGTTACATTTTGC 

CTGTACCTCAGTCAAACAGATGGGAT

TTCCACCGAGGACGCCCAAT

p47phox /

AY029167

vorwärts Primer

rückwärts Primer

Sonde

300 nmol/l

900 nmol/l

50 nmol/l

AGGACCCCGATCCCAACTA 

ACCACCCACCAGCCATCTA

ATGAATGACCTCGATGGCTTCACCCT

Tyrosinhydroxylase / 

NM_012740

vorwärts Primer

rückwärts Primer

900 nmol/l

900 nmol/l

GTGTTTCAATGCACCCAGTA

ACCAGTACACCGTGGAGAGT

Xanthinoxidoreduktase/

NM_017154

vorwärts Primer

rückwärts Primer

300 nmol/l

300 nmol/l

CATCAAAGATGCCATTCGTG

AGTGACACACAGGGTGGTGA

Pbgd /

X06827

vorwärts Primer

rückwärts Primer

Sonde

300 nmol/l

900 nmol/l

50 nmol/l

TGGGCACCCGGAAGAGT 

CCTGTGGTGGACATAGCAATGAT

CAGACCGACACTGTGGTAGCGATGCT

Ywhaz /

NM_013011

vorwärts Primer

rückwärts Primer

Sonde

300 nmol/l

300 nmol/l

50 nmol/l

CATCTGCAACGACGTACTGTCTCT 

GACTGGTCCACAATTCCTTTCTTG

ACTACTACCGCTACTTGGCTGAGGTTGCTG

Gapdh /

NM_017008

vorwärts Primer

rückwärts Primer

Sonde

300 nmol/l

900 nmol/l

50 nmol/l

TTGTCAGCAATGCATCCTGC 

CGGCATGTCAGATCCACAAC

TGGCCCCTCTGGAAAGCTGTGGCG

β-Aktin /

NM_031144

vorwärts Primer  

rückwärts Primer

Sonde

50 nmol/l

900 nmol/l

50 nmol/l

ACCCACACTGTGCCCATCTA 

GCCACAGGATTCCATACCCA

TTACGCGCTCCCTCATGCCATCCTT
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Das PCR-Protokoll beinhaltete einen initialen Schritt bei 95°C (10 min) um die DNA-

Polymerase zu aktivieren. Anschließend wurden 40 Zyklen mit 95°C für 15 s 

(Denaturierung der DNA) und 60°C für 1 min (Anlagerung der Primer und Verlängerung 

der DNA) durchgeführt. Bei den PCR-Ansätzten mit SYBR® Green I schloss sich an die 

Vervielfältigung der cDNA noch die Aufnahme eines Dissoziationsprofils an. Dabei wurde 

das PCR-Produkt langsam von 60°C bis auf 90°C erwärmt. Das Fluoreszenzsignal ändert 

sich mit der Temperatur, da sich in zunehmendem Maße die Doppelstränge trennen. Im 

Diagramm des Dissoziationsprofils wird die Änderung des Fluoreszenzsignals (erste 

Ableitung) in Abhängigkeit von der Temperatur aufgetragen. Jeder Peak bei einer 

bestimmten Temperatur entspricht dabei der Hybridisierungsenergie des PCR-Produkts. Die 

Wahrscheinlichkeit zwei PCR-Produkte mit der gleichen Hybridisierungsenergie zu 

erhalten ist sehr gering. Bei den in dieser Arbeit durchgeführten CybrGreen-PCRs zeigten 

die Dissoziationsprofile aller Gene jeweils nur einen Peak an.

2.7.6. Auswertung der PCR

Zur Quantifizierung des mRNA-Gehalts wird der Quotient aus Fluoreszenzintensitäten des 

Reporters (FAM) und der passiven Referenz (ROX) gebildet, der als Rn-Wert bezeichnet 

wird. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Data Analysis for Real-Time PCR 

(DART, Version 1.0; Peirson et al. Nucleic Acid Research 2003 Vol. 31 No. 14 e73, MS 

Excel-basiertes Arbeitsblatt), das online unter http://directory.gene-quantification.info/ 

verfügbar ist. Die Berechnung der relativen Anfangsfluoreszenz (R
0
) wurde mit folgender 

Formel durchgeführt: R
0

= R
Ct

* (1+E)

-Ct

. (E - Amplifikationseffizienz; Ct – Zyklenzahl, bei 

der die Fluoreszenz den Schwellenwert überschreitet). Dabei berechnet DART anhand des 

Zeitpunktes zu dem die detektierte Fluoreszenz (Rn) einen festgelegten Schwellenwert (R
Ct

) 

überschreitet, den Wert für R
0
 im Reaktionsansatz. R

0
entspricht der relativen Expression 

des Zielgens und wird auf den geometrischen Mittelwert der relativen Expression der 

Haushaltsgene bezogen. Außerdem kann anhand des Programms die 

Amplifikationseffizienz zwischen den Versuchsgruppen verglichen werden, um einen 

Einfluss der Behandlung auf die Amplifikationseffizienz zu ermitteln. Solche potentiellen 

Unterschiede zwischen den Gruppen traten in keinem der Experimente auf. In jedem 

Experiment wurden die mRNA-Gehalte für vier Haushaltsgene gemessen:

Porphobilinogendesaminase (Pbgd), Tyrosin 3-monooxygenase/tryptophan 5-

monooxygenase Aktivatorprotein zeta Polypeptid (Ywhaz), Glycerinaldehyd-3-phosphat 

http://directory.gene


Material und Methoden

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

30

Dehydrogenase (Gapdh) und β-Aktin. Die beiden Gene, deren Werte untereinander am 

wenigsten variierten wurden für die Auswertung herangezogen. Die Ermittlung der 

Haushaltsgene erfolgte nach der Methode von VANDESOMPELE und Mitarbeitern mit dem 

Programm geNorm (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/) [135].

2.7.7. PCR-Array

Zur Analyse der Veränderungen des Expressionsprofils durch Mrp2-Defizienz und CsA-

Behandlung wurde der „Rat Stress and Toxicity PathwayFinder™ RT² Profiler™ PCR-

Array“ (SABioscience, Frederick, USA) verwendet (Tabelle 2). Dabei waren die Primer für 

die mRNAs der 84 Zielgene und fünf potentielle Haushaltsgene bereits in den Kavitäten 

der PCR-Platten vom Hersteller vorgegeben. Auf jeder Platte befanden sich die Primer für 

die jeweilige mRNA als Einzelbestimmung. In jedem Reaktionsansatz wurde eine Menge 

cDNA mit SYBR® Green I Master Mix vervielfältigt, die 10 ng ursprünglich eingesetzter 

RNA entspricht. Die Auswertung erfolgte mit einer Excel-Vorlage des Herstellers nach der 

Formel: Relative Expression = 2

-Ct(Zielgen)

/2

-Ct(Haushaltsgene)

. Von den fünf vorgegebenen 

potentiellen Haushaltsgenen wurden mithilfe von GeNorm die Laktatdehydrogenase und 

die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase als die zwei stabilsten Haushaltsgene 

ermittelt. Der geometrische Mittelwert beider Haushaltsgene wurde für die Berechnung 

eingesetzt. Nach Normalisierung auf das geometrische Mittel wurden die Mittelwerte der 

mRNA-Gehalte für die experimentellen Gruppen auf den Mittelwert der mRNA-Gehalte 

der Wildtyptiere mit Scheinbehandlung bezogen.

Tabelle 2. Identifikation der Gene im PARN-0003A- Array (SABiosciences).

Kavität
Zugangsnummer 

in GenBank
Symbol Proteinbezeichnung

A1 NM_013132 Anxa5 Annexin A5

A2 XM_236275 Atm Ataxia telangiectasia mutiertes Homologon

A3 NM_017059 Bax Bcl2-assoziiertes X Protein

A4 NM_031535 Bcl2l1 Bcl2-like 1

A5 NM_012762 Casp1 Caspase 1

A6 NM_022277 Casp8 Caspase 8

A7 NM_001008513 Ccl21b Chemokin (C-C Motif) Ligand 21b

A8 NM_013025 Ccl3 Chemokin (C-C Motif) Ligand 3

A9 NM_053858 Ccl4 Chemokin (C-C Motif) Ligand 4

A10 XM_342812 Ccnc Cyclin C

A11 NM_171992 Ccnd1 Cyclin D1
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A12 NM_012923 Ccng1 Cyclin G1

B1 NM_080782 Cdkn1a Cyclin-abhängige Kinase Inhibitor 1A

B2 NM_053677 Chek2 Checkpoint Kinase 2 Homologon

B3 NM_012935 Cryab Crystallin, alpha B

B4 XM_340799 Csf2

Kolonie-stimulierender Factor 2 (Granulozyten-

Macrophagen)

B5 NM_139089 Cxcl10 Chemokin (C-C motif) Ligand 10

B6 NM_012540 Cyp1a1

Cytochrom P450, Familie 1, Subfamilie a, Polypeptid 1

(Arylhydrocarbonhydroxylase)

B7 NM_012940 Cyb1b1 Cytochrom P450, Familie 1, Subfamilie b, Polypeptid 1

B8 NM_012542 Cyb2a3a Cytochrom P450, Familie 2, Subfamilie a, Polypeptid 3a

B9 NM_017156 Cyb2b15 Cytochrom P450, Familie 2, Subfamilie b, Polypeptid 15

B10 NM_173294 Cyb2b3 Cytochrom P450 IIB3

B11 NM_138514 Cyb2c13 Cytochrom P450 2c13

B12 NM_153312 Cyp3a11 Cytochrom P450, Familie 3, Subfamilie a, Polypeptid 11

C1 NM_175760 Cyp4a14 (4a3) Cytochrom P450, Familie 4, Subfamilie a, Polypeptid 14

C2 NM_175837 Cyp4a22 (4a1) Cytochrom P450, Familie 4, Subfamilie a, Polypeptid 22

C3 NM_012942 Cyp7a1

Cytochrom P450, Familie 7, Subfamilie a, Polypeptid 1

(Cholesterol-7-a-hydroxylase)

C4 NM_024134 Ddit3 „DNA-damage inducing transcript 3”

C5 NM_022934 Dnaja1 DnaJ (Hsp40) Homologon, Subfamilie a, Mitglied 1

C6 XM_230765 E2f1 E2F Transkriptionsfaktor 1

C7 NM_012551 Egr1 „Early growth response 1”

C8 NM_022936 Ephx2 Epoxidhydrolase 2, zytoplasmatisch

C9 XM_214833

Ercc1_

pridicted

„Excision Repair Cross-conplementing Rodent Repair 

Deficiency, Complementation Group 1”

C10 XM_218424 Ercc2

„Similar to nucleotide excision repair protein“ 

(LOC308415)

C11 NM_012792 Fmo1 Flavinmonooxygenase 1

C12 NM_144562 Fmo4 Flavin monooxygenase 4

D1 NM_144739 Fmo5 Flavinmonooxygenase 5

D2 NM_024127 Gadd45a „Growth arrest and DNA-damage-inducible 45 alpha”

D3 NM_030826 Gpx1 Glutathionperoxidise 1

D4 NM_183403 Gpx2 Glutathionperoxidise 2

D5 NM_053906 Gsr Glutathionreductase

D6 NM_017014 Gstm1 Glutathion S-transferase, µ 1

D7 NM_031154 Gstm3 Glutathion S-transferase, µ Typ 1

D8 NM_012580 Hmox1 Hämoxygenase 1

D9 NM_024387 Hmox2 Hämoxygenase 2

D10 XM_001061027 Hsf1 Hitzeschock Transkriptionsfaktor 1

D11 NM_001011901 Hsph1 Hitzeschock 105kDa/110kDa Protein 1

D12 NM_031971 Hspa1a Hitzeschock 70kDa Protein 1a

E1 NM_212546 Hspa1l Hitzeschock 70kDa Protein 1-like
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E2 NM_153629 Hspa4 Hitzeschock Protein 4

E3 NM_013083 Hspa5 Hitzeschock 70kDa Protein 5

E4 NM_024351 Hspa8 Hitzeschock Protein 8

E5 NM_031970 Hspb1 Hitzeschock 27kDa Protein 1

E6 NM_022229 Hspd1 Hitzeschock Protein 1 (Chaperonin)

E7 NM_012966 Hspe1 Hitzeschock 10kDa Protein 1 (Chaperonin 10)

E8 NM_013104 Igfbp6 „Insulin-like growth factor-bindendes Protein 6”

E9 NM_019165 Il18 Interleukin 18

E10 NM_017019 Il1a Interleukin 1 alpha

E11 NM_031512 Il1b Interleukin 1 beta

E12 NM_012589 Il6 Interleukin 6

F1 XM_222534

RGD1560340_

predicted

Homolog zu ERCC4_MOUSE

F2 NM_080769 Lta Lymphotoxin A

F3 XM_235169 Mdm2 mouse double minutes 2-Protein

F4 NM_031051 Mif Makrophagen Migrations-inhibierender Faktor

F5 XM_342346 Nfkb1

„Nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-

cells 1, p105”

F6 XM_343065 Nfkbia

„Nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-

cells inhibitor, alpha”

F7 NM_012611 Nos2 Stickstoffmonoxidsynthase 2, induzierbar

F8 NM_022381 Pcna „Proliferating cell nuclear antigen“

F9 NM_031576 Por P450 (cytochrome) Oxidoreductase

F10 NM_001013190 Rad23a RAD23a Homologon (S. cerevisiae)

F11 NM_022246 Rad50 RAD50 Homologon (S. cerevisiae)

F12 XM_575317

RGD1564823_

predicted

„Similar to DNA-repair protein XRCC2” (X-ray repair 

cross-complementing protein 2)

G1 NM_012620 Serpine1

Serin-(oder Cystein-)Peptidaseinhibitor, Stamm E, 

Mitglied 1

G2 NM_017050 Sod1 Superoxiddismutase 1

G3 NM_017051 Sod2 Superoxiddismutase 2, mitochondrial

G4 NM_013091 Tnfrsf1a

Tumor Nekrose Faktor Rezeptor Superfamilie, Mitglied

1a

G5 NM_145681 Tnfsf10

Tumor Nekrose Faktor (Ligand) Superfamilie, Mitglied

10

G6 NM_012908 Faslg Fas Ligand (TNF Superfamily, Mitglied 6)

G7 NM_030989 Tp53 Tumor Protein p53

G8 XM_341671 Tradd „TNFRSF1A-associated via death domain”

G9 NM_057105 Ugt1a6 UDP-Glycosyltransferase 1 Familie, Polypeptid a6

G10 NM_001012124 Ung Uracil-DNA-Glycosylase

G11 NM_053435 Xrcc1

„X-ray repair complementing defective repair in Chinese 

hamster cells 1”

G12 NM_001006999 Xrcc4

„X-ray repair complementing defective repair in Chinese 

hamster cells 4”



Material und Methoden 33

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

H1 NM_001007604 Rplp1 Ribosomales Protein, large, P1

H2 NM_012583 Hprt Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase

H3 NM_173340 Rpl13a Ribosomales Protein L13A

H4 NM_017025 Ldha Lactatdehyrogenase A

H5 NM_031144 Actb Actin, beta

H6 U26919 RGDC Verunreinigung genomischer DNA (Ratte)

H7-9 RTC Kontrolle reverse Transkription

H10-12 PPC Positive PCR Kontrolle

2.7.8. Aufreinigung und Klonierung des PCR-Produkts zur Sequenzanalyse

Das PCR-Produkt für die Glutathionperoxidase 2 (Gpx 2) aus dem PCR-Array wurde mit 

dem Gel Band Purification-Kit (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) nach den Angaben des 

Herstellers isoliert. Die Ligation des Fragments in den pGEM® T Easy-Vektor (Promega, 

Madison, USA) mithilfe der T4-Ligase fand über 18 h bei 4°C statt. Anschließend erfolgte 

die Transformation des Plasmids in elektrokompetente E. coli-Zellen (DH5-α) durch 

Elektroporation. Die transfizierten Zellen wurden auf festem LB-Medium (mit Ampicillin) 

ausgestrichen und über 18 h bei 37°C inkubiert. Der Erfolg der Ligation wurde über eine 

Blau-Weiß-Selektion festgestellt. Anschließend erfolgte eine Vermehrung positiver Klone 

in flüssigem LB-Medium (mit Ampicillin). Das Plasmid wurde unter Verwendung des

PureYield Miniprep-Kits (Promega, Madison, USA) isoliert. Mit einem Teil wurde ein 

Restriktionsverdau mit der Endonuklease Not I durchgeführt und die Größe des Fragments 

erneut auf einem DNA-Gel überprüft. Mit einem anderen Teil wurde nach 

Plasmidpräparation eine PCR mit T7-Primern durchgeführt. Das Produkt wurde von der 

Firma GATC Biotech (Koblenz, Deutschland) sequenziert.

2.8. Western Blot

Zur Identifizierung und Quantifizierung von Proteinen können diese nach ihrer Größe und 

Ladung aufgetrennt werden. Anschließend erfolgt der spezifische Nachweis über eine 

Antikörperreaktion (immunologisch), deren Zielstruktur ein bestimmtes Epitop des Proteins 

darstellt.



Material und Methoden

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

34

2.8.1. Proteinextraktion

Das renale Kortexgewebe (etwa 70 mg) wurde in 15 µl/mg Gewebeproteinextraktionspuffer 

in einen Glashomogenisator (Fassungsvermögen: 5-10 ml) aufgeschlossen. In einem 

Durchgang wurden nicht mehr als acht Proben bearbeitet, um durch zügiges Aufarbeiten die 

Integrität der Proteine zu gewährleisten. Das Homogenat wurde in ein Reaktionsgefäß 

überführt und es erfolgte eine Behandlung mit Ultraschall für 10 s bei 4°C, um die Zellen 

weiter aufzuschließen. Nach einer ersten Zentrifugation (2000 RZB, 10 min, 4°C) wurde 

der Überstand durch eine zweite Zentrifugation (100000 RZB, 1 h, 4°C) in Membran-

proteine (Pellet) und cytosolische Proteine (Überstand) getrennt. Das Pellet wurde mit 

frischem Gewebeproteinextraktionspuffer (2faches Volumen der Einwaage) durch 

Ultraschall (10 s, 4°C) resuspendiert, aliquotiert und bei -70° eingefroren.

2.8.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde mit dem Roti®-Quant Universal-Kit

(Roth, Karlsruhe, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers durchgeführt, bei dem 

der Proteinnachweis über die Biuret-Reaktion erfolgt. Die Proben wurden in Wasser 1:20 

oder 1:40 verdünnt und die Bestimmung wurde im Halbmikromaßstab durchgeführt. Die 

Extinktion bei 280 nm wurde mit einem Spektrophotometer bestimmt und die 

Konzentrationen mit Hilfe einer Standardkurve aus bovinem Serumalbumin berechnet.

2.8.3. Gelelektrophorese und Blotten der Proteine

Die Proben wurden zunächst mit Proteinladepuffer und mit Lämmli-Puffer versetzt und bei 

37°C (Mrp2, Mrp3) oder 70°C (Mrp4) für 3 min denaturiert. Anschließend wurde ein 

Volumen von 20 µl in die Geltaschen aufgetragen. Dieses Volumen enthielt 20 µg oder 40 

µg Protein. Die Proben liefen in ein 5%iges Polyacrylamidgel (Sammelgel) um eine höhere 

Bandenschärfe zu erreichen. Bei der Auftrennung der Proteine nach der Größe wurde ein 

7,5%iges Trenngel verwendet. In jedem Gel wurde zur Orientierung ein 

Molekulargewichtsstandard (Proteinmarker) benutzt, der Proteine folgender Größen 

enthielt: 169 kDa ( -Makroglobulin -Galaktosidase), 93 kDa (Laktoferrin), 64 

kDa (Pyruvatkinase), 58 kDa (Fumarase), 35 kDa (Laktatdehydrogenase) und 31 kDa

(Triosephosphatisomerase). Die Proteine wurden bei 85-120 V aufgetrennt und 
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anschließend wurde das Trenngel in Towbinpuffer (pH 8,6) inkubiert (15 min, 25°C), um 

überschüssiges SDS zu entfernen. Das Gel wurde auf eine mit Towbinpuffer äquilibrierte 

Nitrozellulosemembran aufgelegt und die Proteine wurden mit einer konstanten Stromstärke 

von 0,06 A über 18 h bei 4°C auf die Membran geblottet.

2.8.4. Antikörperreaktion 

Der Erfolg des Blottens wurde durch eine unspezifische Färbung aller Proteine auf der 

Membran mit Ponceau S überprüft. Alle folgenden Lösungen wurden, wenn nicht anders 

angegeben, mit TBST angesetzt. Die unspezifische Bindungsstellen der Proteine wurden 

mit 5%iger Milchpulverlösung geblockt, um eine unspezifische Antikörperreaktion zu 

vermeiden (2-6 h, 25°C). Danach wurde die Membran mit dem jeweiligen Primärantikörper 

gegen das Zielprotein und nach vier Waschschritten (TBST, 10 min, 25°C) mit dem 

Sekundärantikörper gegen den Primärantikörper des Wirtstiers inkubiert. Die Bedingungen 

der Antikörperreaktionen sind in Tabelle 3 zusammengefasst. Anschließend folgten drei 

weitere Waschschritte mit TBST und ein Waschschritt mit TBS. Alle verwendeten 

Sekundärantikörper waren an eine Meerrettichperoxidase gekoppelt, was den Nachweis 

durch eine Chemilumineszenzreaktion ermöglicht. Dieser Nachweis wurde mit dem ECL 

Plus Western Blotting Detection Reagents-Kit (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) nach 

den Angaben des Herstellers durchgeführt. Die von der Chemilumineszenzreaktion der 

Meerrettichperoxidase emittierte Lichtmenge ist proportional zur gebundenen Menge an 

Primärantikörper. Der Film wurde 20 s belichtet, anschließend entwickelt und fixiert. Die 

Filme wurden getrocknet, gescannt und mit Hilfe des Programms GelScan V5.02

(BioSciTec GmbH, Gießen, Deutschland) densitometrisch ausgewertet. Die Membran 

wurde anschließend gewaschen (3 mal TBST, einmal TBS, je 10 min, RT) und mit einem 

Stripping-Reagenz bei 37°C für 30 min inkubiert, um die Antikörper von ihrer Zielstruktur 

zu lösen. Dies ermöglicht eine erneute Immunreaktion, bei der nach dem oben 

beschriebenen Protokoll mit Primärantikörpern, die spezifisch gegen Aktin (alle Isoformen) 

bzw. Gapdh gerichtet waren und mit den entsprechenden Sekundärantikörpern (Tabelle 3) 

gearbeitet wurde. Bei der Darstellung der Western Blots in Säulendiagrammen entspricht 

der Mittelwert der Kontrollen einem relativen Proteingehalt von „1“.
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Tabelle 3. Western-Blot-Antikörper: Herkunft, Verdünnung, Inkubation.

Zielprotein

Primärantikörper:

Herkunft; Verdünnung; Inkubation

Sekundärantikörper:

Herkunft; Verdünnung; Inkubation

Mrp2 Maus; 1:500; 2 h bei 25 °C Ziege; 1:1000; 1 h, 25°C

Mrp3 Kaninchen; 1:500; 18 h bei 4°C Ziege; 1:1000; 3 h bei 25°C

Mrp4 Ziege; 1:1000; 2 h bei 25 °C Kaninchen; 1:10000; 1 h bei 25°C

Aktin Maus; 1:10000; 1 h bei 25 °C Ziege; 1:10000; 1 h bei 25°C

Gapdh Kaninchen; 1:10000; 1 h bei 25 °C Ziege; 1:10000; 1 h bei 25°C

2.9. Histologie

2.9.1. Aufarbeitung des Gewebes

Bei der Organentnahme wurde das Nierengewebe in Einbettungsmedium (Tissue Tek®, 

Sakura Finetek Germany GmbH, Heppenheim, Deutschland) für Kryoschnitte so platziert, 

dass das Gewebe vollständig umschlossen wurde. Die Präparate wurden in flüssigem 

Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert. Mit einem 

Kryotom wurden bei -20°C Schnitte mit einer Schichtdicke von 4 µm angefertigt und auf 

Objektträger aufgebracht. Zum Trocknen lagen die Schnitte mehrere Stunden bei 

Raumtemperatur. Anschließend wurde das Gewebe bis zur Färbung bei -70°C luftdicht 

verpackt für einige Wochen gelagert.

2.9.2. Immunhistologische Färbung der Gewebeschnitte

Die immunhistologische Färbung von Gewebeschnitten wurde mit der Avidin-Biotin-

Komplex-Methode durchgeführt, die von HSU und Mitarbeitern entwickelt wurde [136]. Bei 

dieser Methode wird die hohe Affinität des 68-kDa-großen Proteins Avidin aus 

Hühnereiweiß zum niedermolekularen Biotin ausgenutzt. Am Erstantikörper für das 

spezifische Epitop des Zielproteins kann sich der biotinylierte Zweitantikörper anlagern, an 

den wiederum Avidin bindet, welches über Biotin an eine Meerrettichperoxidase gekoppelt 

ist. Durch die Peroxidaseaktivität wird der Komplex mit einem Nachweisreagenz 

visualisiert. Die Reagenzien für die Immunhistochemie wurden dem Vectastain® Elite 

ABC-Kit (Vector Laboratories, Burlingame, USA) entnommen.
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Alle Arbeitsschritte wurden (wenn nicht anders angegeben) in einer Glasküvette 

durchgeführt. Für den Nachweis von Mrp4 erfolgte die Fixierung der Gewebeschnitte mit 

Aceton bei 25°C (jeweils 10 min). Anschließend erfolgte eine Demaskierung der Epitope

mit 0,01 mol/l Citratpuffer (pH 6,0) für 20 min in der Mikrowelle (600 Watt). Nach dem 

Abkühlen der Schnitte wurden die freien Aldehydgruppen mit einer Ammoniumchlorid-

lösung (0,1mol/l, 15 min, Raumtemperatur) blockiert. Beim darauffolgenden sowie allen 

weiteren Waschschritten für den Mrp4-Nachweis wurde PBS (pH 7,8) verwendet. 

Anschließend wurden folgende Schritte nach den Angaben des Herstellers durchgeführt: 1. 

Blockierung (Avidin/Biotin), 2. Blockierung der endogenen Peroxidasen mit 3 % 

Wasserstoffperoxid, 3. erneute Blockierung (Avidin/Biotin). Es folgte die Inkubation des 

Erstantikörpers gegen Mrp4 der Ratte (aus Ziege, 1:5000 in PBS, 4°C, über 18 h, feuchte 

Kammer). Von jeder Probe wurden Kontrollen ohne Erstantikörper angefertigt.

Für den Nachweis von Mrp2 erfolgte die Fixierung der Gewebeschnitte mit 

Aceton:Methanol=1:1 bei -20°C. Die anschließende Citratpufferbehandlung (pH 7,0) wurde 

wie beim Nachweis für Mrp4 durchgeführt. Die Schnitte wurden mit Wasser und danach 

mit Puffer (je 3mal 5 min, RT) gewaschen. Bei allen Waschschritten wurde für den Mrp2-

Nachweis Tris-Puffer (pH 7,4) verwendet. Anschließend wurden folgende Schritte nach den 

Angaben des Herstellers durchgeführt: 1. Blockierung endogener Peroxidasen mit 3 % 

Wasserstoffperoxid, 2. Blockierung (Avidin/Biotin), 3. Blockierung mit 33fach verdünntem 

Serum. Es folgte die Inkubation des Erstantikörpers gegen Mrp2 der Ratte (aus Maus, 1:20 

in Tris-Puffer, 4°C, über 18 h, feuchte Kammer). Von jeder Probe wurden Kontrollen ohne 

Erstantikörper angefertigt.

Die folgenden Schritte des Mrp2- und Mrp4-Nachweises wurden in gleicher Weise 

durchgeführt. Nach der Inkubation erfolgten drei Waschschritte (je 5 min, Raumtemperatur) 

mit Waschpuffer und die Inkubation mit dem biotinyliertem Zweitantikörper gegen Proteine 

der Maus (Mrp2) oder Ziege (Mrp4) in der feuchten Kammer (30 min, Raumtemperatur). 

Im Folgenden wurde mit dem Avidin-Biotin-Komplex-Reagent und dem DAB Substrat-Kit 

(für Peroxidase) visualisiert. Die Schnitte wurden mit destilliertem Wasser gewaschen (3

mal 5 min, Raumtemperatur) und für 90 s in einer Hämatoxylinlösung inkubiert und in 

fließendem Leitungswasser gebläut. Danach wurden die Proben mit einer aufsteigenden 

Alkoholreihe (80, 96, 96, 100 % Ethanol und 100 % Isopropanol) für je 2 min entwässert 

und in Xylol gelegt. Die Einbettung erfolgte mit Eukitt-Medium. Für die 

lichtmikroskopische Detektion wurde das Universalmikroskop Axioplan mit der Colorview-
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II Digitalkamera und dem Bildverarbeitungsprogramm von Soft-Imaging-System GmbH 

(Münster, Deutschland) verwendet.

2.9.3. Histologische Untersuchung durch PAS-Reaktion

Die Periodic-acid-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion) ist eine in der Histologie häufig 

eingesetzte cytochemische Reaktion, um Membranen zu visualisieren. Dabei kommt es 

durch die Oxidation von Polysacchariden wie Glykogen und Bestandteilen der

Zellmembran wie Mukopolysacchariden und Glykolipiden zu einem roten Niederschlag. In 

der Niere werden vor allem die Bestandteile der Zellmembran angefärbt.

Die 4-µm-Kryoschnitte wurden zunächst mit Methanol (5 %ige wässrige Lösung) bei 

Raumtemperatur in einer Küvette inkubiert, um das Gewebe zu fixieren, und anschließend 

getrocknet. Es folgte eine Inkubation mit Natriummetabisulfidlösung (2 %ige wässrige 

Lösung) für 15 min bei Raumtemperatur. Anschließend wurde mit destilliertem Wasser 

gespült und die Schnitte in Periodsäure (2 %ige wässrige Lösung) mit Zusatz von 

Natriumacetat inkubiert (15 min, Raumtemperatur). Die Reaktion wurde mit Schiff’schem 

Reagenz in einer Glasküvette durchgeführt (25 min, Raumtemperatur). Anschließend 

wurden die Präparate zweimal in frisches Disulfid-Wasser (0,4 %ige wässrige Na
2
S

2
O

5
-

Lösung) gestellt und für 30 min mit Leitungswasser gespült. Die Zellmembranen waren 

intensiv rosa bis purpur gefärbt. Es wurde außerdem eine Kernfärbung mit 

Hämatoxylinlösung, eine Entwässerung der Schnitte und die Einbettung und 

Dokumentation wie oben beschrieben durchgeführt.

2.10. Superoxidnachweis mit Lucigenin-verstärkter Chemilumineszenz

Lucigenin (N,N-Dimethylacridiniumnitrat) hat eine aromatische Molekülstruktur, welche 

nach Anregung mit Superoxid Licht emittiert. Diese Eigenschaft lässt sich für die 

Aktivitätsbestimmung superoxidbildender Enzyme wie die Nox oder die Xo nutzen.

2.10.1. Nox

Bei der Aktivierung der Nox wird die Reaktion von molekularem Sauerstoff und NADPH 

zu Superoxid und NADP

+

 katalysiert [137].
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2.10.1.1. Aufarbeitung des Gewebes

Etwa 50 mg renales Kortexgewebe wurden mit Extraktionspuffer (25 µl Puffer/mg 

Frischgewicht) in einem Glashomogenisator aufgeschlossen. Für den Aufschluss des 

Lebergewebes (etwa 50 mg) wurden 10 µl Puffer je mg Frischgewicht verwendet. Das 

Homogenat wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und fünf mal 15 s bei 4°C mit 

Ultraschall behandelt. Anschließend erfolgte ein Zentrifugationsschritt (200 RZB, 10 min, 

4° C). Der Überstand wurde bei 100000 RZB zentrifugiert (4°C, 1 h). Das Pellet 

(Membranfraktion) wurde in frischem Extraktionspuffer resuspendiert (10 µl pro mg 

Frischmasse für die Niere, 5 µl für die Leber) und bei 500 RZB (20°C, 2 min) zentrifugiert. 

Anschließend wurden die Enzymaktivitäten der Überstände der Proben sofort gemessen.

2.10.1.2. Messung der Enzymaktivität

Die Enzymaktivität wurde in Triplikaten gemessen. Es wurde jeweils ein Extraktäquivalent 

von 2 mg Frischgewicht für Nierengewebe (4 mg für Lebergewebe) in einem

Reaktionsansatz verwendet. In 300 µl PBS wurden 5 µmol/l Lucigenin, 1:200 Protease-

Inhibitor-Cocktail, 2 % BSA und 2 mmol/l Dithiothreitol gelöst. Außerdem enthielt der 

Ansatz Substanzen zur Hemmung weiterer potentieller Superoxidquellen: 100 µmol/l 

Allopurinol (Hemmstoff der Xo), 100 µmol/l Nitro-L-Argininmethylester (Hemmstoff der 

Stickstoffmonoxidsynthase) und 50 µmol/l Rotenon (in DMSO, Hemmstoff von 

superoxidbildenden Enzymen der Atmungskette). Vor dem Start der Reaktion wurde für die 

Normalisierung der Reaktion das basale Grundrauschen über einen Zeitraum von 25 min 

aufgenommen. Durch Zugabe von NADPH (300 µmol/l im Ansatz) wurde die Reaktion 

gestartet. Die Messung für jede Kavität erfolgte für 0,9 s alle 150 s über einen Zeitraum von 

1 h bei 37°C. Simultan fanden Messungen eines Reaktionsansatzes statt, der eine 

superoxidfangende Substanz (Tiron, 20 mmol/l) enthielt, um ausschließlich den Einfluss der 

Superoxidbildung auf die Chemilumineszenz zu bestimmen. Die Enzymaktivität wurde als 

Lichtemission pro Zeit erfasst und auf die eingesetzte Frischmasse bezogen. Das Maß für 

die Enzymaktivität war die Differenz der über die Messzeit detektierten Lichtemission der 

Probe ohne und mit Tiron. 

In Abbildung 4 ist die Nox-abhängige Bildung von Superoxid in Abhängigkeit von der Zeit 

in Niere und Leber gezeigt. Dabei ist je eine Beispielprobe für die Niere (A) und für die 

Leber (B) dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei NADPH-Zugabe (Pfeil) die Kurve mit 

den geschlossenen Kreisen steil ansteigt, was mit der erhöhten Bildung von Superoxid 

zusammenhängt. Zur gleichen Zeit wurde in einem parallelen Ansatz die Superoxidbildung 
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unter Zugabe von Tiron (offene Kreise) untersucht. In diesem Ansatz waren die Signale in 

der Niere und in der Leber stark reduziert. Die Aktivität der Nox wird durch Tiron nicht 

gehemmt, aber das Produkt Superoxid kann nicht mehr detektiert werden, so dass die 

Fläche zwischen den beiden Kurven der Nox-Enzymaktivität entspricht und für die 

Berechnung integriert wurde. 
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Abbildung 4. Nox-Aktivität in Gewebeproben aus einer transplantierten Niere (A) und aus 

der Leber (B). Die Nox-Aktivität entspricht der Fläche zwischen den Kurven ohne

(geschlossene Kreise) und mit Tiron (offene Kreise).

2.10.2. Xo

Die Xo, oder auch Xanthinoxidoreduktase (Xor), katalysiert die Reaktion von Hypoxanthin 

zu Xanthin und die Reaktion von Xanthin zu Urat [138]. Dabei kann Xanthin sowohl mit 

NAD

+

 und Wasser zu Urat und NADH reagieren (Dehydrogenaseaktivität) als auch mit 
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molekularem Sauerstoff und Wasser zu Urat und reaktiven Sauerstoffspezies wie Superoxid 

oder Wasserstoffperoxid (Oxidaseaktivität). Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde 

die superoxidbildende Oxidaseaktivität gemessen.

2.10.2.1. Aufarbeitung des Gewebes

Je 50 mg renales Kortex- oder Lebergewebe wurden in Extraktionspuffer (20 µl Puffer/mg 

Frischgewicht) in einem Glashomogenisator aufgeschlossen. Das Homogenat wurde in ein 

Reaktionsgefäß überführt und bei 500 RZB zentrifugiert (4°C für 10 min). Anschließend 

wurde mit dem Überstand eine 100000-RZB-Zentrifugation durchgeführt (4°C, 1 h). Der 

resultierende Überstand wurde aliquotiert und bis zur Verwendung bei -70°C eingefroren. 

2.10.2.2. Messung der Enzymaktivität 

Es wurde jeweils ein Extraktäquivalent von 0,5 mg Frischgewicht für Nieren- und 

Lebergewebe in den Reaktionsansätzen verwendet. In 300 µl PBS waren 5 µmol/l 

Lucigenin, 1:200 Protease-Inhibitor-Cocktail und 0,25 % Nonidet-P40-Substitution gelöst. 

Außerdem enthielt der Ansatz 100 µmol/l Nitro-L-Argininmethylester zur Hemmung der 

Stickstoffmonoxidsynthase. Vor dem Start der Reaktion wurde das basale 

Lumineszenzsignal zur Normalisierung der Enzymaktivitätsmessungen über 25 min 

aufgenommen. Durch die Zugabe von Xanthin (500 µmol/l im Ansatz) wurde die Reaktion 

gestartet. Die Messbedingungen entsprachen denen der Messung der Nox-Aktivität. 

Simultan fanden Messungen statt, bei denen der Reaktionsansatz jeweils Tiron (20 mmol/l, 

superoxidfangende Substanz) oder Allopurinol (100 µmol/l, suizidaler Hemmstoff der Xo) 

enthielt. Außerdem wurde der Einfluss der Atmungskette durch Zusatz von 2 µmol/l 

Antimycin A, als Hemmstoff von Komplex III der Atmungskette, auf die 

Chemilumineszenzreaktion mit separaten Reaktionsansätzen ermittelt. Dabei waren keine

Effekte auf die Xo-abhängige Superoxidbildung feststellbar. Zur Berechnung der 

Enzymaktivität wurde die Differenz aus den Integralen der Aktivitätskurven ohne und mit 

Allopurinol ermittelt.

Der zeitliche Verlauf der Enzymreaktion ist in Abbildung 5 dargestellt. Nach der Zugabe 

von Xanthin (Pfeil) wurde durch vermehrte Bildung von Superoxid ein deutlicher Anstieg 

der Chemilumineszenz detektiert. Allopurinol hemmt die Reaktion in der Niere (A) zum

großen Teil und in der Leber (B) vollständig. Durch den Superoxiradikalfänger Tiron wurde 

das Lumineszenzsignal überwiegend ausgelöscht. Für die Auswertung wurde die Fläche 
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zwischen der Reaktionskurve (geschlossene Kreise) und der mit Allopurinol gehemmten 

Reaktionskurve (geschlossene Dreiecke) berechnet. 
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Abbildung 5. Xo-abhängige Superoxidbildung in der Nierenrinde (A) und in der Leber (B). 

Die Xo-Aktivität entspricht der Fläche zwischen den Kurven ohne Allopurinol 

(geschlossene Kreise) und mit Allopurinol (geschlossene Dreiecke). In den zeitgleich 

ablaufenden Reaktionen in Gegenwart von Allopurinol (geschlossene Dreiecke), wird die

Reaktion fast vollständig gehemmt. 

2.10.2.3. Etablierung des Protokolls

Bei der Etablierung der Methode zur Xo-Aktivitätsmessung wurden mehrere Einflüsse auf 

die Aufarbeitung des Gewebes und die Messung der Chemilumineszenz überprüft. Als 

Ausgangspunkt für die Untersuchungen wurde das zur Bestimmung der Nox-Aktivität 

verwendete Protokoll herangezogen. 
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Hinsichtlich der Aufarbeitung des Gewebes ergaben sich folgende Aspekte: Wahl der 

Puffersysteme und des pH-Wertes, Wahl der Pufferzusätze, Aufreinigung der Xo durch 

Zentrifugationschritte und Proteinsäulen sowie der Einsatz von Ultraschall. 

Bei der Messung der Chemilumineszenz wurden zunächst verschiedene Puffersysteme 

untersucht. Anschließend wurden bei der Messung der Chemilumineszenz Pufferzusätze, 

Lösungsmitteleffekte bei Substratzugabe, ein alternatives Substrat für die Xo-vermittelte 

Reaktion, ein alternatives Nachweisreagenz, Detergenzien in der Gewebesuspension und 

der Einsatz von Hemmstoffen anderer superoxidbildender Enzymsysteme getestet. Im 

Folgenden sind Untersuchungen zur Etablierung des Protokolls zusammengefasst:

Die Aufarbeitung der Gewebehomogenate zur Bestimmung der Xo-Aktivität erfolgte in 

PBS (pH 7,4), da hier im Gegensatz zur Aufarbeitung in Natriumhydrogencarbonatpuffer 

(pH 7,4) bzw. in Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) ein Chemilumineszenzsignal messbar war. 

BSA als potenziell proteinstabilisierender Faktor im Extraktionspuffer hatte einen stark 

negativen Effekt auf die Aktivität.

Bei den Zentrifugationsschritten wurde nach der 100000-RZB-Zentrifugation nicht das 

Pellet, sondern der Überstand verwendet, da sich die in der Matrix der Peroxisomen 

vorkommende Xanthinoxidase im Überstand befindet. Die Aufreinigung und 

Konzentrierung der Proben mit Proteinsäulen mit einem Ausschluss von Proteinen unter 

100 kDa, wobei die Xo selbst 146 kDa groß ist, sollten eine Schwächung des 

Lumineszenzsignals durch die Sod-Aktivität (30 kDa) verhindern, führten aber zu keinem

messbaren Anstieg der Enzymaktivität. Der Einsatz von Ultraschall für eine bessere 

Suspension der Proteine hatte keinen Effekt, wie auch der Zentrifugationsschritt bei 100000 

RZB. Dennoch wurde die Zentrifugation durchgeführt, da auf diese Weise 

membranassoziierte superoxidproduzierende Enzyme (Nox, Cyclooxygenase) aus dem 

Überstand zum größten Teil entfernt werden konnten. 

Während der Messung der Chemilumineszenz wurde die Reaktion mit PBS (pH 7,4) 

gepuffert. Die unterschiedlichen NaOH-Konzentrationen, die für das Lösen von Xanthin 

benutzt wurden, führten zu höheren Chemilumineszenzsignalen bei höheren NaOH-

Konzentrationen. In den Versuchen wurde eine NaOH-Konzentration von 50 mmol/l 

verwendet, was einer Konzentration von 5 mmol/l im Reaktionsansatz entspricht. 

Der Einsatz des alternativen Xo-Substrates Hypoxanthin zeigte ebenfalls einen Anstieg des 

Chemilumineszenzsignals, dieser war jedoch etwa 60 % niedriger als der Anstieg bei

Einsatz von Xanthin. Weiterhin wurde anstelle von Lucigenin das Luminolderivat L-012 als 

Nachweisreagenz für die Superoxidbildung eingesetzt. Allerdings konnte kein Unterschied 
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zwischen den Aktivitäten mit und ohne Allopurinol festgestellt werden, was L-012 als 

Nachweisreagenz für die Xo-Aktivität ausschloss.

Des Weiteren wurde eine deutliche Erhöhung der Signalstärke der Reaktion bei

Verwendung der Detergenzien Nonidet-P40-Substitution und Triton® X 100 sowie bei

Verwendung von Heparin beobachtet. Dabei erzielte die Nonidet-P40-Substitution das 

stärkste Signal und wurde bei der Messung der Proben in einer Konzentration von 0,25 % 

eingesetzt. 

Es wurden verschiedene Hemmstoffe für andere superoxidbildende Systeme getestet. Der 

Hemmstoff der Stickstoffmonoxidsynthase L-NAME hatte keinen Einfluss auf die 

Reaktion. Bei einem Hemmstoff der Cyclooxygenase (Indomethacin) waren die 

Signalstärken der Reaktion im Nierenhomogenat um 20 % und im Leberhomogenat um 

50 % verringert. Die Superoxidbildung im Lebergewebe wurde auch ohne Indomethacin 

durch die Zugabe von Allopurinol (spezifischer Inhibitor der Xo) bereits um 90 % 

gehemmt. Hieran ist die ungenügende Spezifität der Wirkung von Indomethacin sichtbar, 

die wahrscheinlich auf superoxidfangenden Eigenschaften beruht [139]. Indomethacin 

wurde in den anschließenden Versuchen nicht eingesetzt. Der Flavinenzymhemmstoff DPI, 

der sowohl die Xo- als auch die Nox-Aktivität hemmt, wurde in parallelen Ansätzen 

eingesetzt. Die Reaktion der Xo wurde dabei um den gleichen Anteil gehemmt wie beim 

Zusatz von Allopurinol, welches nur die Xo hemmt. Somit konnte der Einfluss der Nox-

Aktivität im Reaktionsansatz ausgeschlossen werden. 

2.11. Fotometrische Enzymaktivitätsbestimmungen

2.11.1. Gpx

Die Gpx katalysiert die Reduktion von Wasserstoffperoxid zu Wasser durch die Oxidation 

von GSH [140]. Die Enzymaktivität wurde mit dem Glutathione Peroxidase Assay Kit

(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, USA) nach den Angaben des Herstellers 

ermittelt, wobei die Bestimmung der Gpx-Aktivität durch einen gekoppelten optischen Test 

bei 340 nm erfolgt. Beim Substrat der Gpx (ROOH) handelt es sich um 

Cumolhydroperoxid. GSH reagiert mit endogener Gpx zu GSSG, das wiederum mit einer 

exogen zugefügten Glutathionreduktase und unter NADPH-Verbrauch erneut reduziert 

werden kann:
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Dabei wurden alle Komponenten so gewählt, dass die Gpx den limitierenden Faktor 

darstellt. Alle Puffer und Reaktionschemikalien waren in dem Kit bereits enthalten.

2.11.1.1. Aufarbeitung des Gewebes

Das renale Kortexgewebe (50 mg) wurde in 5 µl/mg Gewebeextraktionspuffer

homogenisiert und bei 10000 RZB zentrifugiert (15 min, 4°C). Der Überstand wurde

aliquotiert und bei -70°C eingefroren.

2.11.1.2. Messung der Enzymaktivität

Die Messung wurde als Zweifachbestimmung durchgeführt. Neben den Proben wurden 

jeweils ein Chemikalienleerwert und eine Positivprobe mit exogener Gpx gemessen. Die 

Reaktion erfolgte in einem Volumen von 190 µl in einer Mikrotiterplatte. Dabei wurden 

100 µl Reaktionspuffer, 50 µl eines Gemisches aus NADPH, Glutathion und der 

Glutathionreduktase und 20 µl der verdünnten Probe vereint und durch leichtes Rütteln 

vermischt. Ein Probenvolumen von 20 µl entspricht einem ursprünglich eingesetzten 

Frischgewicht von 0,06 µg. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 µl des Substrates 

Cumolhydroperoxid gestartet. Die Aktivität wurde als NADPH-Verbrauch bei einer 

Wellenlänge von 340 nm gemessen und auf das eingesetzte Frischgewicht bezogen.

NADP
+

NADPH + H
+

2 GSH

GSSG

R-O-O-H

R-O-H + H
2
O

Glutathion-

reduktase

Gpx
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Abbildung 6. Kurvenverlauf der Gpx-Reaktion. Die Aktivität wurde als der bei 340 nm 

gemessene Verbrauch von NADPH bei der Reaktion definiert und auf das eingesetzte 

Gewebe bezogen. Der Veränderung der Extinktion (abzüglich der Leerwertkontrolle) 

wurde über den Zeitraum von der 1. bis zur 10. Minute ermittelt.

2.11.2. Sod

Dieses Enzym katalysiert die Reaktion von Superoxid und Hydroniumionen zu 

Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff [141]. Das Prinzip der Nachweisreaktion 

besteht in der Hemmung der Autooxidation von Pyrogallol durch die Sod [142]. Das 

Produkt der Autooxidation hat ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlänge von 

420 nm. Die Hemmung des Anstiegs der Autooxidationsreaktion entspricht dabei der Sod-

Aktivität. Für diese Messungen wurden die gleichen Gewebeproben wie für die Xo-

Bestimmung (siehe Abschnitt 2.10.2 Xanthinoxidase (Xo)) genutzt.

2.11.2.1. Messung der Enzymaktivität

Für die Enzymaktivitätsbestimmungen wurden in jedem Reaktionsansatz 0,4 mg 

Nierengewebe bzw. 0,2 mg Lebergewebe eingesetzt. Im Reaktionsansatz befanden sich 

außerdem 500 µl Reaktionspuffer (0,1 mol/l Tris-HCl, pH 8,2, mit 1 mmol/l EDTA), 100 µl 

Katalasesuspension (5000 U/ml) und 200 µl destilliertes Wasser. Die Reaktion wurde durch 

Zugabe von 100 µl Pyrogallol (0,2 mmol/l) gestartet. Die Bildung des Oxidationsproduktes, 

das aus Pyrogallol unter Bildung von Superoxid entsteht, wurde über einen Zeitraum von 2 

bis 7 min bei einer Wellenlänge von 420 nm gemessen. In jeder Messung wurde eine 
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Positivkontrolle mitgeführt, in der die Autooxidation von Pyrogallol (200 µmol/l) bei pH 

8,2 und 25°C ungehindert stattfinden konnte. Einer Hemmung dieser Standardreaktion um 

50 % wurde die Einheit „1 Unit“ zugeordnet, die anschließend auf die Menge Gewebe (in 

mg) im Ansatz bezogen wurde [142]. Die Kurve der Enzymaktivität wies über den 

Zeitraum der Messung einen linearen Anstieg auf. Die Verminderung des Anstieges der 

Konzentrations-Zeit-Kurve wurde als ein direktes Maß für die Sod-Aktivität verwendet. 

Dabei wurden vom Spektrometer die Anfangs- und Endextinktion sowie das 

Bestimmtheitsmaß (R

2

) gemessen. R

2

 hatte einen Mindestwert von 0,98 bei allen Proben, 

was auf einen linearen Verlauf der Kurven schließen lässt.

2.12. Statistik

Der Vergleich von Daten mit zwei unverbundenen Stichproben mit Normalverteilung 

erfolgte mit dem ungepaarten t-Test. Der Vergleich von Daten aus zwei unverbundenen 

Stichproben erfolgte bei fehlender Normalverteilung mit dem Wilcoxon-Rangsummentest. 

Bei Experimenten, in denen der Einfluss von zwei Faktoren auf die interessierenden 

Variablen untersucht wurde, wurden die Daten bei Normalverteilung einer ANOVA und bei 

fehlender Normalverteilung einer ANOVA on Ranks unterzogen. Anschließend erfolgten 

post-hoc Tests (Student-Newman-Keuls-Test, Sidak-Holm-Test) je nach Art der Verteilung 

der Daten. Für die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde eine Grenze bei p = 0,05 festgelegt, ab 

deren Unterschreitung von statistischer Signifikanz ausgegangen wurde. Die statistischen 

Berechnungen wurden mit dem Programm SigmaStat 3.0 (SPSS, Chicago, USA) 

durchgeführt. Die Streuung der Mittelwerte wird in den Diagrammen und Tabellen als 

Standardfehler angegeben. Nicht normal verteilte Daten sind ausschließlich in Tabellenform 

angegeben.
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2.13. Material

2.13.1. Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

Aceton Apotheke der Universität Greifswald, Deutschland

Acrylamid (N,N´- Methylenebisacrylamide, 

30%)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Allopurinol (1H-Pyrazolo (3,4-d)pyrimidin-

4-on)

ICN Biochemicals, Aurora, USA

p-Aminohippurat (PAH) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth, Karlsruhe, Deutschland

Antimycin A (aus Streptomyces) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA, Fraktion V) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Chloralhydrat Merck, Darmstadt, Deutschland

Chloroform (Trichlormethan) J.T. Baker, Deventer, Holland

Diethylpyrocarbonat (DEPC ) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

p-Dimethylaminozimtaldehyd Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe, Deutschland

Diphenyleniodoniumchlorid (DPI) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoesäure) (DTNB) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Dithiotreitol (DTT) Roth, Karlsruhe, Deutschland

Elektrophoresepuffer (Laemmli buffer 10x 

for SDS Page)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Entwicklerlösung (Developer) Agfa HealthCare, München, Deutschland

Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe, Deutschland

Eukitt Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Fixierer (Rapid fixer) Agfa HealthCare, München, Deutschland

Formaldehyd Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Formamid Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe, Deutschland

L-Glutathion (oxidiert) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

L-Glutathion (reduziert) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Glycerin Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Hämatoxylin Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Hefeextrakt Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Heparin-Natrium Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-

piperazinyl)-ethansulfonsäure)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland

Hyperfilm ECL GE-Healthcare, Uppsala, Schweden

Hypoxanthin Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Indomethacin Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Inulin (extrahiert aus Dahlienknollen, 

M~5000)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Kaliumaluminiumsulfat (Kalialaun) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Kaliumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe, Deutschland

L012 (Luminol-Derivat) Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan

Lucigenin (N,N'-Dimethyl-9,9'-

bisacridiniumnitrat)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Milchpulver Socofin, Zeven, Deutschland

Molekulargewichtsmarker (Protein) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

MOPS (3-(N-Morpholino)-

Propansulfonsäure)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland

Natriumacteat Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid p.a. Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumcitrat Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland

Natriumiodat Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriummetabisulfid Merck, Darmstadt, Deutschland

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat-

Tetranatriumsalz (NADPH

Tetranatriumsalz)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Nitro-L-Argininmethylester (L-NAME) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Nonidet-P40-Substituion Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Perchlorsäure Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Periodsäure Merck, Darmstadt, Deutschland

P-GEM-T Easy-Vektor Promega, Madison, USA

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

m-Phosphorsäure (Metaphosphorsäure) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

PonceauS-Solution Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

2-Propanol (Isopropanol) Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Proteinase-Inhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Pyrogallol Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Resorcinol (1,3-Benzendiol) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

RNA-Storage Solution Ambion, Kassel, Deutschland

Rotenon ((2R-(6°,12°)-1,2-Dihydro- 2-

isopropenyl-8,9-dimethoxychromano(3,4-b)

furo(2,3-h)chroman-6-on)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Saccharose Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsäure (37%, rauchend) Merck, Darmstadt, Deutschland

Schiff`sches Reagenz Merck, Darmstadt, Deutschland

Stripping Reagenz ThermoScientific, Bremen, Deutschland

TE-Puffer (Fertiglösung: 10mM Tris-HCl

1mM EDTA, pH 8,0)

Ambion, Kassel, Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tiron (Brenzcatechin-3,5-disulfonsäure 

Dinatriumsalz)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Tissue Tek® O.C.T. Compound Sakura Finetek Germany GmbH, Heppenheim,

Deutschland

Towbin-Puffer (Towbin Buffer 10x for 

Western Blotting)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Trichloressigsäure Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

TRIS-Base (Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

TRIS-HCl (Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan-HCl), 

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Tris/Acetic Acid/EDTA Puffer Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland

TritonX-100 (t-

Octylphenoxypolyethoxyethanol)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

TRIzol® Reagent Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Trypton Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Tween 20 Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

T7-Primer Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2-Vinylpyridin Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Wasser, gereinigt (Molecular Biology 

Reagent)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Wasserstoffperoxid Apotheke der Universität Greifswald, Deutschland

Xanthin Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Xylol J.T. Baker, Deventer, Holland, Deutschland

Zitronensäure Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland
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2.13.2. Antikörper

Antikörper (Katalognummer) Hersteller

Biotinylierter Anti-Maus IgG (BA-2001) Vector Laboratories, Burlingame, USA

Biotinylierter Anti-Ziege IgG (BA-9500) Vector Laboratories, Burlingame, USA

Goat anti-mouse IgG (1706516) Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland

Goat anti-Mrp4 IgG (EB 06538)

(Western Blot/ Immunhistologie)

Everest Biotech, Oxford, UK

Goat ant-rabbit IgG (170-6515) Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland

Mouse anti-Aktin IgG (MAB1501R) Chemicon, Temecula, USA

Mouse anti-Mrp2 IgG (ALX-801-016-C250) 

(Western Blot/ Immunhistologie)

Alexis Biochemicals, San Diego, USA

Rabbit anti-Gapdh IgG (PA1-987) ThermoScientific, Bremen, Deutschland

Rabbit anti-goat IgG (AP 106P) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Rabbit anti-Mrp3 IgG (M0318) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

2.13.3. Enzyme

Bezeichnung Hersteller

Brillant Sybr Green 2 x Mix Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Glutathionreduktase (1 unit reduziert 1 µmol 

oxidiertes Glutathion pro Minute bei 25°C 

und pH 7,6)

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

Katalase MP Biochemicals, Eschwege, Deutschland

Not I HF Biolabs, Farnkfurt a. M. , Deutschland

T4-Ligase Promega, Madison, USA

Taq Man Universal PCR Master Mix Applied Biosystems, Foster City, USA

Xanthinoxidase (Milch, Grad IV, 10 UN) Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Deutschland

2.13.4. Tierfutter und Pharmaka

Bezeichnung Hersteller

Cyclosporin A: Sandimmun® Optoral, 50 

mg Kapseln

Novartis, Basel, Schweiz

Diethylether Otto Fischar, Saarbrücken, Deutschland

Natriumpentobarbital Fagron, Barsbüttel, Deutschland

Pancuroniumbromid Inresa Arzneimittel, Freiburg, Deutschland

Phenol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Spezialfutter für CsA-Diät E15430-20 EF 

R/M Na-arm (0,6%)

Ssniff Spezialdiäten, Soest, Deutschland

Tierfutter V1326-000 R-Z, extrudiert Ssniff Spezialdiäten, Soest, Deutschland
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2.13.5. Puffer und Lösungen

Pufferbezeichnung Konzentration bzw. Menge der Bestandteile

Citratpuffer (pH 6,0 oder pH 

7,4)

0,01 mol/l Zitronensäurelösung / Natriumcitratlösung 

(Verhältnis der Lösungen bestimmt den pH-Wert)

20 ml 2 % Na
2
S

2
O

5
- Lösung auf 100 ml destillierten WasserDisulfid (SO

2
)-Wasser 

1 ml Salzsäure (konz)

3,435 ml destilliertes Wasser

500 µl PBS (10fach konzentriert)

25 µl Protease-Inhibitor-Cocktail

5 µl 2-Mercaptoethanol

10 µl 5 mM Ethylendiamintetraacetat

25 µl 200 mM Phenylmethansulfonylfluorid

Extraktionspuffer (NADPH-

Oxidase), auch als 

Reaktionspuffer 

(pH 7,4)

1 ml 10 % Bovines Serumalbumin

4,965 ml PBS (einfach konzentriert)

25 µl Protease-Inhibitor-Cocktail

Extraktionspuffer 

(Xanthinoxidase)

(pH 7,4)

10 µl 5 mM EDTA

1 l destilliertes Wasser

1 g Hämatoxylin

200 mg Natriumiodat

50 g Kaliumaliminiumsulfat

50 g Chloralhydrat

Hämatoxylinlösung nach P. 

Mayer (Hämalaun)

1 g Zitronensäure

1 l destilliertes Wasser

100 g Trypton

50 g Hefeextrakt

LB (Luria Bertani)-Medium

(pH 7,0-7,5)

100 g Natriumchlorid

0,25 mol/l Tris-Puffer (angesetzt)

8 % w/v Natriumdodecylsulfat (SDS)

40 % v/v Glycerin

20 % v/v 2-Mercaptoethanol

Lämmli-Puffer

(pH 7,4)

0,04 % w/v Bromphenolblau

1 l destilliertes Wasser (mit DEPC)

41,86 g MOPS (3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure)

4,102 g Natriumacetat

MOPS-Puffer

(pH 7,0)

40 ml einer 500 mM EDTA-Lösung

Natriummetabisulfidlösung: 1,4 g Na
2
S

2
O

5
 in 70 ml destilliertem Wasser gelöst (frisch)

Periodsäurelösung (1 %) 1 g Periodsäure und 0,16 g Natriumacteat in 100 ml 

destillierten Wasser lösen
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80,06 g Natriumchlorid (1,37 mol/l)

2,01 g Kaliumchlorid (27,0 mmol/l)

17,8 g Dinatriumhydrogenphosphat (125,4 mmol/l)

2,72 g Kaliumdihydrogenphosphat (16,7 mmol/l)

PBS (Phosphat-gepufferte 

Natriumchloridlösung), 

Stammlösung: 10fach 

konzentriert (pH 7,4)

1 l destilliertes Wasser

4 mM HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure)

320 mM Saccharose

0,5 % v/v Proteinase-Inhibitor-Cocktail

0,1 % v/v 2-Mercaptoethanol

Proteinextraktionspuffer 

Western Blot

(pH 7,4)

10 mM Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)

Proteinladepuffer

(pH 6,8)

10 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

200 µl deionisiertes Formamid

66 µl Formaldehyd (37%)

40 µl Mops-Puffer (10fach konzentriert)

51 mg Glycerol (100 %)

8 µl Bromphenolblau (2,5 %)

RNA-Ladepuffer

(pH 7,0)

46 µl DEPC-Wasser

84,8 g Natriumchlorid (1,45 mol/l)

24,24 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Base) (200,0 

mmol/l)

TBS (Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan gepufferte 

Natriumchloridlösung), 

Stammlösung: 10fach 

konzentriert (pH 7,4) 1l destilliertes Wasser

TBSTBST (Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan -gepufferte 

Natriumchloridlösung mit 

Tween 20, pH 7,4)

0,05 % Tween 20

2.13.6. Gele

Bezeichnung Komponenten

2,5 g Agarose

100 ml Tris/Acetic Acid/EDTA Puffer (BioRad)

DNA-Gel (2,5 %)

5 µl Ethidiumbromid

1,2 g Argarose

5 µl Ethidiumbromid 

10 ml Mopspuffer

12,5 ml Formaldehyd (37 %)

RNA-Gel (1,2 %)

78 ml destilliertes mit DEPC versetztes Wasser
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5 % Acrylamid

0,5 mol/l Tris-HCl pH 6,8

10 % w/v Natriumdodecylsulfat (SDS)

10 % w/v Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Sammelgel Western Blot

1 % v/v Tetramethylethylendiamin

7,5 % Acrylamid

1,5 mol/l Tris-HCl pH 8,8

10 % w/v Natriumdodecylsulfat (SDS)

10 % w/v Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Trenngel Western Blot

1 % v/v Tetramethylethylendiamin (TEMED)

2.13.7. Laborzubehör

Bezeichnung Hersteller

ECL Plus Western Blotting DetectionFilm GE-Healthcare, Uppsala, Schweden

Gelapparatur für DNA/RNA-Gele MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland

Gelapparatur für Protein-Gele BioRad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland

Glasküvetten Roth, Karlsruhe, Deutschland

PCR-Platte und Cover Slices Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland

Proteinsäulen (Microcon Centrifugal Filter 

Devices)

Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland

Protran Nitrocellulose Transfer Membran 

(BA 83 0,2µm 300mmx3m)

Schleicher und Schuell BioScience GmbH, Dassel, 

Deutschland

Reaktionsgefäße (0,5-2 ml) Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mehrzweckgefäß mit Schnappdeckel Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland

Sterilfilter Filtropur S 0,2 µm Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland

SuperFrost Plus Objektträger R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik, 

Emmendingen, Deutschland

Tissue Tek Cryomold Intermediate Sakura Finetek Germany GmbH, Heppenheim, 

Deutschland
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2.13.8. Kits

Name (Katalognummer) verwendete Bestandteile Hersteller

DNA-free

TM

(1914)

DNAse

Inaktivierungsreagenz

Ambion, Kassel, Deutschland

ECL Plus Western Blotting 

Detection Reagents (RPN 

2132)

Lösung A

Lösung B

GE Healthcare, Uppsala, 

Schweden

Gel Band Purification 

(352806) 

GFX-Säulen

Auffanggefäße 

Aufnahmepuffer

Waschpuffer

Tris-HCl

steriles Wasser

GE Healthcare, Uppsala, 

Schweden

Glutathione peroxidase Assay

(7031102)

Gpx Messpuffer

Gpx Probenpuffer

Glutathionperoxidase

Gpx Co-Substrat

Cumolhydroperoxid

Cayman Chemical Company, 

Ann Arbor, USA

High-Capacity cDNA reverse 

Transcription

(4368813)

RT-Buffer

dNTP-Mix

RT Random Primers

RNAse Inhibitor

MultiScribe (reverse 

Transkriptase)

Applied Biosystems, Foster 

City, USA

PureYield

TM

 Miniprep

(A1223)

PureYield™ Minisäulen

Zelllysispuffer

Neutralisierende Lösung

Waschlösung

Elutionspuffer

Promega, Madison, USA

RNAqueous®-4PCR

(1914)

Ammoniumacetat

Acrylamid

Ambion, Kassel, Deutschland

Roti®-Quant Universal

(0120.1)

Reagenz 1

Reagenz 2

Proteinstandard (bovines 

Serumalbumin)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Vectastain ABC Elite 

(PK-7200)

Avidinlösung

Biotinlösung

ABC-Reagent

Peroxidase-Substrat-Kit 

Pufferlösung

Diaminobenzidin

Wasserstoffperoxid

Vector Laboratories, 

Burlingame, USA
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2.13.9. Geräte

Bezeichnung Hersteller

Biofuge 22R Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland

Druckwandler und Brückenverstärker für 

Blutdruckmessung

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, 

Deutschland

Elektroporationsgerät: MicroPulser BioRad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland

GeneAmp 5700 Sequence Detection System Applied Biosystems, Foster City, USA

Glashomogenisator Wheaton Sceince Products, Millville, USA

Heizkissen Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, 

Deutschland

Homogenisator: Polytron PT 3000 Kinematica AG, Littau, Schweiz

Hybaid Touchdown Thermal Cycler Pegasus Scientific, Frederick, USA

Inkubator MaxQ 4000 ThermoScientific, Bremen, Deutschland

Kamera Colorview II SIS Olympus Europa GmbH, Hamburg, Deutschland

Konzentrationsmessung DNA: GeneQuant 

pro

Biochrom, Berlin, Deutschland

Kryotom (2800 Frigocut N) Leica Microsystems, Nussloch/Wetzlar, 

Deutschland

LKB Ultrospec Plus UV/Vis 

Spektrophotometer

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

Mikrotiterplatte, 96 well, Polystyrol, (weiß) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland

Mikrotiterplatte, 96 well, Polystyrol, 

(transparent)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mikrowelle: Miele Elektronic Typ M 696 Miele und Cie GmbH & Co., Gütersloh, 

Deutschland

Netzteil für Elektrophorese: Model 200/2.0 

Power Supply

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland

Pumpe für Infusionen: Modell A-99 Biolock Scientific, Illkirch, Frankreich

Pumpe für maschinelle Beatmung: Typ 7025 Ugo Basile, Comerio, Italien

Scanner: V750 Pro Epson Deutschland GmbH, Meerbusch, 

Deutschland

Schüttler: The Belly Dancer Stovall Life Science, Greensboro, USA

Spektrophotometer: MRX revelation plate 

reader

Dynatech Laboratories, Sullyfield Cir Chantilly, 

USA

Ultraschallstab: Sonopuls GM70 (50% 

Power angewendet)

Bandelin electronic GmbH Berlin, Deutschland

Ultrazentrifuge: Beckman TL-100 Pegasus Scientific, Frederick, USA

Universalmikroskop Axioplan Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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3. Ergebnisse

3.1. Renale Denervation und Mrp-Transporterexpression

3.1.1. Transporterexpression, FEPAH und GFR nach unilateraler renaler

Denervation

Die Ratten wurden unilateral renal denerviert und für zwei Wochen unter normalen 

Bedingungen mit freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. Am Ende des Versuchs 

wurden die Mrp2- und Mrp4-mRNA- und Proteingehalte sowie die FE
PAH

und die GFR 

gemessen. 

Bei der stichprobenartigen Überprüfung des Noradrenalingehaltes im Nierenkortex wurden 

in diesem und in den folgenden Experimenten mit renaler Denervation ein 

Noradrenalingehalt von 30±12 pmol/g Nierengewebe in denervierten Nieren und von 

495±128 pmol/g Nierengewebe in innervierten Nieren gemessen (n=9 pro Gruppe, p<0,05).

Die renale Denervation hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf den Mrp2-mRNA-

und Proteingehalt im Nierenkortex der Wildtyptiere (Abbildung 7 A, C).

Die Mrp2-Defizienz führte zu einem erhöhten renalen Mrp4-mRNA-Gehalt, während die 

renale Denervation keinen Einfluss auf den renalen Mrp4-mRNA-Gehalt hatte (Abbildung 

7 B). Die Denervation führte beim Mrp4-Proteingehalt, bei dessen Untersuchung aufgrund 

technischer Einschränkungen der Faktor Mrp2-Defizienz nicht verglichen wurde, zu keinen 

statistisch signifikanten Veränderungen (Abbildung 7 D, E). In Abbildung 7 sind 

beispielhaft zu den Werten der Proteingehalte Ausschnitte der entsprechenden Western 

Blots dargestellt. Bei der Darstellung der Proteingehalte in den Diagrammen entspricht der 

Mittelwert der Kontrollen einem relativen Proteingehalt von „1“.
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Abbildung 7. Mrp2-mRNA- (A) und Proteingehalte (C) sowie Mrp4-mRNA- (B) und 

Proteingehalte (D, E) im Nierenkortex nach renaler Denervation. Die Mrp2-Defizienz 

führte zu einem statistisch signifikanten Anstieg des Mrp4-mRNA-Gehalts. n=6-8 pro 

Gruppe; *p<0,05; Haushaltsgene: Pbgd, Ywhaz; Haushaltsprotein: Aktin; I – intakte renale 

Innervation, D – denervierte Niere

Die durchschnittliche FE
PAH

 war bei den Mrp2-defizienten Tieren höher als bei den 

Wildtyptieren, wobei der Unterschied zwischen den beiden Gruppen nicht statistisch 

signifikant war (Abbildung 8). Dieses Ergebnis unterstützt frühere Befunde zur FE
PAH

 bei 

Mrp2-defizienten Tieren, bei denen der Unterschied statistische Signifikanz erreichte [31]. 

Die renale Denervation hatte bei den drei eingesetzten PAH-Infusionsraten (25, 50 und 75 

mg*kg

-1

*h

-1

) keinen Effekt auf die FE
PAH

. 

Die Plasma-PAH-Konzentration stieg im gleichen Maße an wie die eingesetzten PAH-

Infusionsraten und weder die Mrp2-Defzienz noch die Denervation hatten einen statistisch 

signifikanten Einfluss auf die Plasma-PAH-Konzentration (Abbildung 8). 



Ergebnisse 59

________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

4

6

8

10

12

14

5 10 15   20 25

Plasma-PAH-Konzentration in µg/ml

F
E

P
A

H

Mrp2-defizient, 

denervierte Niere

Mrp2-defizient, intakte 

renale Innervation

Wildtyp, denervierte 

Niere

Wildtyp, intakte 

renale Innervation

Abbildung 8. FE
PAH

 in Abhängigkeit von der Plasma-PAH-Konzentration. Die 

unterschiedlichen Plasma-PAH-Konzentrationen wurden durch intravenöse PAH-

Infusionen von 25, 50 und 75 mg*kg

-1

*h

-1

 erreicht. n=6-8 pro Gruppe

Als Maß für die GFR wurde die Inulin-Clearance verwendet (Tabelle 4). Die Inulin-

Clearance unterschied sich nicht statistisch signifikant zwischen den Gruppen.

Tabelle 4. Inulin-Clearance nach lokaler Denervation

Inulin-Clearance (ml*min

-1

*g

-1

 Niere)

PAH-

Infusionsrate 

I

PAH-

Infusionsrate 

II

PAH-

Infusionsrate 

IIII

Wildtyptiere intakte renale Innervation 0,91 ± 0,04 0,85 ± 0,10 0,78 ± 0,06

(n=6)                                  denervierte Niere 0,81 ± 0,08 0,83 ± 0,06 0,84 ± 0,03

Mrp-defizient intakte renale Innervation 0,70 ± 0,07 0,85 ± 0,22 0,75 ± 0,10

(n=8) denervierte Niere 0,75 ± 0,04 0,83 ± 0,16 0,61± 0,09

PAH-Infusionsrate I: 25 mg*kg

-1

*h

-1

; PAH-Infusionsrate II: 50 mg*kg

-1

*h

-1

; PAH-

Infusionsrate III: 75 mg*kg

-1

*h

-1
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3.1.2. Transporterexpression und Glutathiongehalt im Nierenkortex nach renaler 

Denervation bei Reduktion der Nierenmasse

Die 5/6-Nephrektomie (oder Uninephrektomie) und die renale Denervation (oder 

Scheindenervation) führte drei Wochen nach den chirurgischen Eingriffen zu keinen 

statistisch signifikanten Unterschieden bei der Plasma-Kreatininkonzentration (Tabelle 5).

Tabelle 5. Plasma-Kreatininkonzentration drei Wochen nach 

5/6-Nephrektomie und unilateraler renaler Denervation

n Kreatinin (µmol/l)

UNx, innerviert 7  93,9 ± 10,0

UNx, denerviert 7 120,3 ± 11,5

5/6Nx, innerviert 6 110,8 ± 9,4

5/6Nx, denerviert        7             114,3 ± 14,8

UNx - unilaterale Nephrektomie, 5/6Nx - 5/6-Nephrektomie

Die 5/6-Nephrektomie und die Denervation des renalen Gewebes hatten keinen Einfluss auf 

den Tyrosinhydroxylase-mRNA-Gehalt in den Nebennieren (Abbildung 9). Die 

Tyrosinhydroxylase ist das erste Enzym bei der Biosynthese von Katecholaminen aus 

Tyrosin und kann durch Aktivierung des sympathischen Nervensystems induziert werden

[87]. 
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Abbildung 9. Tyrosinhydroxylase-mRNA-Gehalt in den Nebennieren nach Denervation

oder Scheinoperation und 5/6-Nephrektomie (5/6Nx) oder unilateraler Nephrektomie 

(UNx). n=6-7 pro Gruppe; Haushaltsgen: Aktin, I – intakte renale Innervation, D –

denervierte Niere
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Abbildung 10. Mrp2- (A, B) Mrp3- (C, D) und Mrp4-mRNA- sowie Proteingehalte (E, F) 

drei Wochen nach renaler Denervation und 5/6-Nephrektomie. n=6-7 pro Gruppe; *p<0,05; 

Haushaltsgene: Gapdh, Pbgd; Haushaltsproteine: Gapdh, Aktin; I – intakte renale 

Innervation, D – denervierte Niere, UNx – unilaterale Nephrektomie, 5/6Nx – 5/6-

Nephrektomie

Die 5/6-Nephrektomie führte zu einem erhöhten Mrp2-mRNA-Gehalt im Nierenkortex 

(Abbildung 10 A), jedoch hatte die renale Denervation keinen Einfluss auf den renalen 

kortikalen Mrp2-mRNA-Gehalt. Weder der massive Verlust an Nierengewebe bei 5/6-
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Nephrektomie noch die lokale Denervation hatten einen statistisch signifikanten Einfluss 

auf den renalen kortikalen Mrp2-Proteingehalt (Abbildung 10 B).

Die 5/6-Nephrektomie hatte keinen Einfluss auf den renalen kortikalen Mrp3-mRNA-

Gehalt. Die renale Denervation führte bei den 5/6-nephrektomierten Tieren zu einem 

Anstieg des renalen kortikalen Mrp3-mRNA-Gehalts (Abbildung 10 C). Des Weiteren 

führte die 5/6-Nephrektomie zu einem reduzierten renalen kortikalen Mrp3-Proteingehalt, 

während die renale Denervation keinen Einfluss auf den Mrp3-Proteingehalt im 

Nierenkortex hatte (Abbildung 10 D).

Die Reduktion der Nierenmasse durch 5/6-Nephrektomie führte zu einem statistisch 

signifikanten Anstieg des renalen kortikalen Mrp4-mRNA-Gehalts (Abbildung 10 E). Die 

renalen Denervation zeigte keinen Einfluss auf den renalen kortikalen Mrp4-Proteingehalt 

(Abbildung 10 F).

Zur Einschätzung des Redoxstatus des kortikalen Nierengewebes wurden die 

Gesamtglutathionkonzentration und der Glutathionquotient, dessen Erhöhung oxidativen 

Stress im Gewebe anzeigt, analysiert. Dabei hatten die 5/6-Nephrektomie und die renale 

Denervation keinen Einfluss auf die renale kortikale Gesamtglutathionkonzentration

(Abbildung 11 A). 

Die 5/6-Nephrektomie führte zu einem Anstieg der renalen kortikalen Glutathionquotienten 

um etwa 50 %, während die Denervation den renalen kortikalen Glutathionquotienten bei 

den 5/6-nephrektomierten Tieren statistisch signifikant reduzierte (Abbildung 11 B).
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Abbildung 11. Gesamtglutathionkonzentration (A) und Glutathionquotient (B) nach

Denervation oder Scheindenervation und 5/6-Nephrektomie oder Uninephrektomie. n=6-7

pro Gruppe; *p<0,05; I – intakte renale Innervation, D – denervierte Niere, UNx –

unilaterale Nephrektomie, 5/6Nx – 5/6-Nephrektomie
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Es wurden die mRNA-Gehalte von ausgewählten katalytischen (Nox1, Nox2 und Nox4) 

und der regulatorischen Nox-Untereinheit p47phox gemessen (Abbildung 12). Beim renalen 

kortikalen Nox1-mRNA-Gehalt waren keine statistisch signifikanten Unterschiede 

zwischen den Gruppen feststellbar (Abbildung 12 A). 

Die 5/6-Nephrektomie führte zum Anstieg des renalen kortikalen Nox2-mRNA-Gehalts, 

während die renale Denervation auf diesen keinen statistisch signifikanten Einfluss hatte 

(Abbildung 12 B).

Im Gegensatz dazu hatte die 5/6-Nephrektomie keinen Einfluss auf den renalen kortikalen 

Nox4-mRNA-Gehalt, während die Denervation zu einem statistisch signifikanten Anstieg 

des renalen kortikalen Nox4-mRNA-Gehalts führte (Abbildung 12 C).

Die 5/6-Nephrektomie führte zum erhöhten renalen kortikalen p47phox-mRNA-Gehalt. Die 

renale Denervation hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf den renalen kortikalen 

p47phox-mRNA-Gehalt (Abbildung 12 D).
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Abbildung 12. mRNA-Gehalte der Nox-Untereinheiten Nox1 (A), Nox2 (B), Nox4 (C)

und p47phox (D) im Nierenkortex drei Wochen nach 5/6-Nephrektomie und Denervation. 

n=6-7 pro Gruppe; *p<0,05; Haushaltsgene: Gapdh, Pbgd; I – intakte renale Innervation, D 

– denervierte Niere, UNx – unilaterale Nephrektomie, 5/6Nx – 5/6-Nephrektomie
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Um den Einfluss der renalen Denervation bei massivem Verlust der Nierenmasse nach einer 

größeren Zeitspanne zu untersuchen, wurde das Experiment mit den gleichen chirurgischen 

Eingriffen (5/6-Nephrektomie, Uninephrektomie, Denervation, Scheindenervation)

durchgeführt; anschließend wurden die Ratten statt für drei Wochen für sieben Wochen 

gehalten.

Die Plasma-Kreatininkonzentration wurde drei und sieben Wochen nach dem chirurgischen

Eingriff gemessen. Die 5/6-Nephrektomie führte drei Wochen nach der Operation zu einem 

statistisch signifikanten Anstieg der Plasma-Kreatininkonzentration (Tabelle 6). Die renale 

Denervation hatte zu diesem Zeitpunkt keinen Enifluss auf die Plasma-

Kreatininkonzentration. Sieben Wochen nach dem chirurgischen Eingriff hatte weder die 

5/6-Nephrektomie noch die renale Denervation einen Einfluss auf die Plasma-

Kreatininkonzentration.

Tabelle 6. Plasma-Kreatininkonzentration sieben Wochen nach 5/6-Nephrektomie und 

lokaler Denervation.

Plasma-Kreatinkonzentration (µmol/l)

n

nach 3 Wochen  nach 7 Wochen

UNx, innerviert 7 87,9 ± 4,9 100,8 ± 5,1

UNx, denerviert 7 89,6 ± 3,8 105,4 ± 6,6

5/6Nx, innerviert 7 109,5 ± 2,7 114,4 ± 2,9

5/6Nx, denerviert        7 105,5 ± 4,8 106,7 ± 2,5

p<0,05, UNx – unilaterale Nephrektomie, 5/6Nx - 5/6-Nephrektomie

Weder die 5/6-Nephrektomie noch die renale Denervation hatten einen Einfluss auf den 

Tyrosinhydroxylase-mRNA-Gehalt in der Nebenniere als ein Maß für die Aktivierung des 

sympathischen Nervensystems (Abbildung 13).

*

*
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Abbildung 13. Tyrosinhydroxylase-mRNA-Gehalt in der Nebenniere. Die 

Organentnahmen für die Messungen erfolgten sieben Wochen nach dem chirurgischen 

Eingriff. I – intakte renale Innervation, D – renale Denervation, UNx – unilaterale 

Nephrektomie, 5/6Nx – 5/6-Nephrektomie; n=7 pro Gruppe; Haushaltsgen: Aktin

Sieben Wochen nach den chirurgischen Eingriffen führte weder die 5/6-Nephrektomie noch 

die unilaterale renale Denervation zu statistisch signifikant veränderten Mrp2-, Mrp3- und 

Mrp4-mRNA- sowie Proteingehalten (Abbildung 14). 
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Abbildung 14. Mrp2- (A, B), Mrp3- (C, D) und Mrp4-mRNA- und Proteingehalte (E, F)

im Nierenkortex. n=7 pro Gruppe; I – intakte Innervation, D – denervierte Niere, UNx –

unilaterale Nephrektomie, 5/6Nx – 5/6-Nephrektomie; Haushaltsgene: Gapdh, Pbgd; 

Haushaltsprotein: Gapdh

Die 5/6-Nephrektomie führte zu einer statistisch signifikanten Reduktion der renalen

kortikalen Gesamtglutathionkonzentration bei den innervierten Tieren, während die renale 

Denervation keinen Einfluss auf diesen Parameter hatte (Abbildung 15 A).
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Weder die 5/6-Nephrektomie noch die Denervation hatten einen Einfluss auf den renalen 

kortikalen Glutathionquotienten (Abbildung 15, B).
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Abbildung 15. Gesamtglutathionkonzentration (A) und Glutathionquotient (B) sieben 

Wochen nach Denervation oder Scheindenervation und 5/6-Nephrektomie oder 

Uninephrektomie. n=4-7 pro Gruppe, *p<0,05; I – intakte renale Innervation, D –

denervierte Niere, UNx – unilaterale Nephrektomie, 5/6Nx – 5/6-Nephrektomie

Die 5/6-Nephrektomie erhöhte den renalen kortikalen Nox1-mRNA-Gehalt bei den renal 

denervierten Tieren, jedoch hatte die renale Denervation keinen statistisch signifikanten 

Effekt auf den renalen kortikalen Nox1-mRNA-Gehalt (Abbildung 16 A).

Die 5/6-Nephrektomie führte zu einem Anstieg des renalen kortikalen Nox2-mRNA-

Gehalts bei den Tieren mit intakter renaler Denervation (Abbildung 16 B). Die renale 

Denervation hatte keinen Einfluss auf den renalen kortikalen Nox2-mRNA-Gehalt.

Weder die 5/6-Nephrektomie noch die Denervation hatten einen statistisch signifikanten 

Einfluss auf die Nox4- und p47phox-mRNA-Gehalte im Nierenkortexgewebe (Abbildung 

16 C, D).
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Abbildung 16. Nox1- (A), Nox2- (B) Nox4- (C) und p47phox-mRNA-Gehalte (D) im 

Nierenkortexgewebe nach 5/6-Nephrektomie und Denervation. n=7 pro Gruppe;

Haushaltsgene: Pbgd, Ywhaz; *p<0,05; I – intakte renale Innervation, D – denervierte 

Niere, UNx – unilaterale Nephrektomie, 5/6Nx – 5/6-Nephrektomie

Die histologische Untersuchung ergab, dass an einigen Stellen bei 5/6-nephrektomierten 

Tieren in der Restniere ein vergrößertes Tubuluslumen auftrat (Abbildung 17). Dabei waren

vor allem die distalen Abschnitte des Tubulussystems betroffen. Die in Abbildung 17

dargestellten Ausschnitte des Nierenkortex dienen der Veranschaulichung und sind nicht 

repräsentativ für den gesamten Kortexbereich. Die Nieren der unilateral nephrektommierten 

Tiere wiesen kein vergrößertes Tubuluslumen auf.
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Abbildung 17. Erweiterte distale Tubulslumina (Pfeile) in einigen Bereichen der Restniere 

bei 5/6-nephrektomierten Tieren (5/6Nx). n=5-6 pro Gruppe; Zellkernfarbstoff: 

Hämatoxylin (blassblau)

Des Weiteren wurden in den Restnieren der 5/6-nephrektomierten Ratten morphologische 

Veränderungen im Vergleich zu den Nieren der unilateral nephrektomierten Tiere

festgestellt. Diese Veränderungen traten etwa bei der Hälfte der 5/6-nephrektomierten Tiere

auf und sind in Abbildung 18 dargestellt. In dieser Abbildung ist in den Nieren der 

unilateral nephrektomierten Tiere (oben) eine physiologische Morphologie und in den 

Restnieren der 5/6-nephrektomierten Tiere (unten) eine veränderte Morphologie zu sehen. 

Bei der veränderten Morphologie ist die intensiv rosa gefärbte luminale Zellmembran der 

renalen Epithelzellen in den Restnieren der 5/6-nephrektomierten Tiere im Vergleich zu 

den Nieren der unilateral nephrektomierten Tiere zur Zellmitte hin eingerückt (Pfeile 

unten). Somit ist die luminale Membran im gleichen Bereich lokalisiert wie die Zellkerne 

(Abbildung 18, unten). Eine Ursache für diese morphologische Veränderung könnte die 

druckbedingte Schädigung des Nierengewebes sein, die in Form von Stauchungen auftritt.

Durch die potentiell höheren Drücke im distalen Tubulus des verbliebenen Nierengewebes 

der 5/6-nephrektomierten Tiere im Vergleich zum Nierengewebe der unilateral 

nephrektomierten Tiere könnten auch die in Abbildung 17 dargestellten Erweiterungen der

Tubuluslumina entstanden sein. Darüber hinaus wurde eine hohe Heterogenität bei Größe 

und Form der Zellkerne in den distalen Tubulusabschnitten beobachtet (Abbildung 18). 

Diese heterogenen Zellkerne wurden in allen Gruppen gefunden und deuten auf 

unterschiedlich mitoseaktive Zellen hin. Einen Hinweis auf veränderte Aktivität der Zellen 

gibt auch das Auftreten von Mitosefiguren, die in einer gesunden adulten Niere sehr selten 

sind. In Abbildung 18 ist rechts oben (UNx, denerviert) eine mit einem Pfeil 

gekennzeichnete Anaphase der Mitose zu sehen.
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Abbildung 18. Zellmorphologie im Nierenkortex der unilateral nephrektomierten Tiere 

(UNx) und der 5/6-nephrektomierten Tiere (5/6Nx). Die unteren Pfeile zeigen eine

veränderte Zellmorphologie in Restnieren der 5/6-nephrektomierten Tiere; der obere Pfeil 

zeigt eine Mitosefigur im Nierenkortex eines unilateral nephrektomierten Tiers. n=2-3 pro 

Gruppe; PAS - Periodic-acid-Schiff (Färbung von Strukturen der Zellmembran, intensiv 

rosa); Zellkernfarbstoff: Hämatoxylin (blassblau)

Abbildung 19. Übersichtsdarstellung von Mrp2 (braun) in den gewundenen und geraden

proximalen Tubulusabschnitten des Nierenkortex. Die ausgewählten Bilder sind 

repräsentativ für alle Proben. n=5-6 pro Gruppe; Zellkernfarbstoff: Hämatoxylin 

(blassblau)
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Mrp2 wurde ausschließlich in den gewundenen und geraden Abschnitten des proximalen 

Tubulus gefunden (Abbildung 19). Dort war es in der luminalen Membran der 

Tubulusepithelzellen lokalisiert (Abbildung 20). Mrp2-positive intrazelluläre Vesikel 

wurden nicht beobachtet.

Abbildung 20. Luminale Lokalisation von Mrp2 (braun) im proximalen Tubulus des 

Nierenkortex nach 5/6-Nephrektomie (5/6Nx) oder unilateraler Nephrektomie (UNx) und 

Denervation oder Scheindenervation. Für jede Gruppe ist eine Beispielprobe dargestellt. 

n=5-6 pro Gruppe; Zellkernfarbstoff: Hämatoxylin (blassblau)

Darüber hinaus wurde Mrp4 immunhistologisch nachgewiesen (Abbildung 21). Mrp4 

befand sich in den gewundenen Abschnitten des proximalen Tubulus nahe der Glomeruli 

(Abbildung 21, Pfeile rechts) und wurde dort ausschließlich luminal nachgewiesen. Der 

gestreckte Teil des proximalen Tubulus, der sich im Bereich der Markstrahlen befindet, 

wies keine eindeutig positive Färbung auf. Die gefärbten und ungefärbten Tubuli ergaben 

eine Art „Streifung“ des Kortexbereichs (Abbildung 21, Pfleile rechts). Im distalen Tubulus 

befanden sich vereinzelt Bereiche mit einer schwachen Mrp4-Färbung an intrazellulären

Strukturen.
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Abbildung 21. Übersichtsdarstellung von Mrp4 (braun) in den gewundenen und geraden

Abschnitten des proximalen Tubulus der Niere. Die Pfeile zeigen, dass Mrp4 in 

gewundenen, nicht aber in geraden Tubulusabschnitten exprimiert wird, was zu einer 

„Streifung“ des Nierenkortex führt. n=3 pro Gruppe; Zellkernfarbstoff: Hämatoxylin 

(blassblau)

Die 5/6-Nephrektomie und die Denervation hatte keinen Einfluss auf die Mrp4-Lokalisation

in Nierenkortexgewebe (Abbildung 22).

Abbildung 22. Lokalisation von Mrp4 (braun) in gewundenen Tubulusabschnitten des 

Nierenkortex sieben Wochen nach 5/6-Nephrektomie (5/6Nx) oder unilateraler 

Nephrektomie (UNx) und Denervation oder Scheinoperation. Für jede Gruppe ist eine 

Beispielprobe dargestellt. n=3 pro Gruppe; Zellkernfarbstoff: Hämatoxylin (blassblau)
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3.2. Mrp2-Defizienz und akute CsA-Nephrotoxizität

3.2.1. Blut-CsA-Konzentration und Plasma-Kreatininkonzentration

Bei diesen Untersuchungen sollte geklärt werden, ob eine nierenspezifische Mrp2-Defizienz 

zu einer Verstärkung der CsA-induzierten Toxizität führt. Die nierenspezifische Mrp2-

Defizienz wurde durch Nierentransplantation von Mrp2-defizienten Nieren auf 

Wildtypempfänger erreicht. Dabei dienten syngene Wildtyptransplantationen als 

Kontrollen.

Die Ratten nahmen bei einem durchschnittlichen Ausgangsgewicht von ca. 300 g vor der 

Transplantation (Tag 0) bis zum Anfang der CsA- oder Scheinbehandlung (Tag 20) in allen 

Gruppen um ca. 45 g zu. An jedem Tag der CsA- oder Scheinbehandlung wurde bestätigt, 

dass alle Tiere die ihnen zugewiesene Portion Futter aufgefressen hatten. Während der 

Behandlung (Tag 21-28) erhöhte sich das Gewicht bei den scheinbehandelten Tieren und 

bei den Tieren, welche die niedrige CsA-Dosis (10 mg*kg

-1

*d

-1

) erhielten um weitere ca. 30 

g. Die Tiere, welche die hohe CsA-Dosis (30 mg*kg

-1

*d

-1

) erhielten, nahmen während der 

Behandlung ca. 15 g ab.

Die Blut-CsA-Konzentrationen betrugen ca. 2000 ng/ml bei der niedrigen CsA-Dosis (10 

mg*kg

-1

*d

-1

) und ca. 4500 ng/ml bei der hohen CsA-Dosis (30 mg*kg

-1

*d

-1

, Tabelle 7). Die 

Blut-CsA-Konzentrationen bei scheinbehandelten Tieren hatten Werte unter der

Detektionsgrenze von 25 ng/ml. 

Die Plasma-Kreatininkonzentrationen unterschieden sich zwischen den sechs Gruppen nicht

statistisch signifikant (Tabelle 7).

Tabelle 7. Blut-CsA-Konzentration und Plasma-Kreatininkonzentration

n Cyclosporin A (ng/ml) Kreatinin (µmol/l)

Wildtyp-Niere, CsA-freie Diät 8 n.d. 130,8 ± 7,0

Wildtyp-Nieren, 10 mg*kg

-1

*d

-1

 CsA   8 1957 ± 202 133,5 ± 9,7

Wildtyp-Nieren, 30 mg*kg

-1

*d

-1

 CsA 8 4635 ± 707 135,3 ± 8,1

Mrp2-defiziente Nieren, CsA-freie Diät 8 n.d. 125,9 ± 5,8

Mrp2-defiziente Nieren, 10 mg*kg

-1

*d

-1

 CsA 8 2050 ± 147 139,3 ± 8,9

Mrp2-defiziente Nieren, 30 mg*kg

-1

*d

-1

 CsA     8 4421 ± 488 129,6 ± 7,2

n.d. – nicht detektierbar 
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3.2.2. PCR-Array „Stress und Toxizität (Ratte)“

In dem PCR-Array (Rat Stress and Toxicity PathwayFinder™ RT² Profiler™ PCR-Array, 

SABiosciences, Frederick, USA) wurde der mRNA-Gehalt von 84 Genen gemessen, die mit 

oxidativem und metabolischem Stress sowie mit Toxizität assoziert sind. Dabei sollte die 

Frage beantwortet werden, ob das nierenspezifische Fehlen von Mrp2 die CsA-induzierte 

Nephrotoxiziät verstärkt. Die 84 Gene können nach funktionellen Aspekten

folgendermaßen unterteilt werden:

1. Metabolischer und oxidativer Stress 

2. Gene von Hitzeschockproteinen

3. Proliferation und Karzinogenese 

4. Wachstumsarrest und Seneszenz 

5. Inflammation

6. DNA-Schädigung und -Reparatur 

7. Signalwege der Apoptose 

Aus Gründen der Übersichtlichkeit sind in den Tabellen 8 bis 14 die mRNA-Gehalte relativ 

zu den mRNA-Gehalten der Kontrollgruppe (syngene Transplantation, Scheinbehandlung) 

und ohne Streuungen angegeben. Die Liste der relativen mRNA-Gehalte mit dazugehörigen 

Standardfehlern befindet sich im Anhang (Tabelle 15).

Die CsA-Behandlung und die Mrp2-Defizienz führten in den Nierentransplantaten zu 

veränderten mRNA-Gehalten in der Gruppe „Metabolischer oder oxidativer Stress“ 

(Tabelle 8). Dazu gehörten Cytochrom-P450-Oxidasen (Cyp), welche zur Phase-I-

Biotransformation beitragen indem sie die Oxidation von zum Beispiel Steroiden, 

Fettsäuren und Xenobiotika katalysieren. Die CsA-Behandlung führte dosisabhängig zu 

einer Erhöhung der renalen kortikalen Cyp4a1- und Cyp4a3-mRNA-Gehalte. Die renale 

Mrp2-Defizienz hatte keinen Einfluss auf die renalen kortikalen Cyp4a1- und Cyp4a3-

mRNA-Gehalte. Zudem führte die renale Mrp2-Defizienz, unabhängig von der CsA-

Behandlung, zu einem statistisch signifikanten Anstieg des Cyp1a1-mRNA-Gehalts.

Weiterhin wurde der mRNA-Gehalt weiterer Enzyme der Biotransformation und 

antioxidativer Enzyme gemessen. Dabei führte die CsA-Behandlung zu einem statistisch 

signifikanten Anstieg der renalen kortikalen Epoxidhydrolase-, Gstµ1-, Gpx2-, 

Flavinmonooxygenase-5- und UDP-Glycosyltransferase-1a6- (Ugt1a6) mRNA-Gehalte.

Die renale Mrp2-Defizienz führte zu einem zusätzlichen Anstieg der renalen kortikalen 

Gpx2- und Ugt1a6-mRNA-Gehalte. Da nicht vollständig geklärt ist, ob die (intestinale)
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Tabelle 8. mRNA-Gehalte der Gene aus der Gruppe „metabolischer und oxidativer 

Stress“ in Wildtyp- und Mrp2
-/-

-Transplantaten

Wildtyp-Nieren Mrp2-defiziente Nieren

Bezeichnung Symbol
Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Crystallin, alpha B Cryab 1 1,09 0,71 1,06 0,85 0,96

Cytochrom P450 1a1 Cyp1a1
2

1 0,93 0,95 3,31 1,87 3,66

Cytochrom P450 1b1 Cyp1b1 1 0,81 1,52 1,49 1,09 1,58

Cytochrom P450 2a3a Cyp2a3a 1 1,90 1,11 1,09 0,86 0,81

Cytochrom P450 2b15 Cyp2b15 1 0,66 1,38 0,81 1,05 1,36

Cytochrom P450 IIB3 Cyp2b3 1 1,24 0,56 1,01 2,76 1,83

Cytochrom P450 2c13 Cyp2c13 1 1,28 0,67 0,64 2,25 2,13

Cytochrom P450 3a11 Cyp3a2 1 0,86 0,40 0,52 1,08 4,05

Cytochrom P450 4a1 Cyp4a1
1

1 1,41
3

2,10
3

1,06 1,17 2,22
3

Cytochrom P450 4a3 Cyp4a3
1

1 1,31 1,32 1,12 1,32 1,57
3

Cytochrom P450 7a1 Cyp7a1 1 1,27 1,24 1,28 1,35 0,94

Epoxidhydrolase 2 Ephx2
1

1 1,27 1,14 1,04 1,22 1,24

Flavinmonooxygenase 1 Fmo1 1 1,32 0,98 1,05 1,11 1,08

Flavin monooxygenase 4 Fmo4 1 1,12 0,91 1,11 0,96 0,99

Flavinmonooxygenase 5 Fmo5
1

1 1,03 1,18 0,91 0,88 1,16
3

Glutathionperoxidase 1 Gpx1 1 1,04 0,95 1,01 1,01 0,97

Glutathionperoxidase 2 Gpx2
1,2

1 1,34
3

2,74
3

1,32
3

1,58 3,05
3

Glutathionreductase Gsr 1 1,20 0,95 1,14 1,15 1,09

Glutathion S-transferase µ1 Gstm1
1

1 0,97 1,37 0,85 0,95 1,64
3

Glutathion S-transferase µ3 Gstm3
1

1 0,85 0,58
3

1,03 0,82 0,74
3

Hämoxygenase 1 Hmox1 1 1,04 1,92
3

1,09 1,86 1,44

Hämoxygenase 2 Hmox2 1 1,22 0,94 1,06 1,00 1,07

P450 (cytochrome)

Oxidoreductase

Por 1 0,98 0,94 0,98 0,91 0,99

Superoxiddismutase 1 Sod1 1 1,07 0,86 1,04 1,15 1,02

Superoxiddismutase 2 Sod2 1 1,02 0,91 1,09 0,98 0,93

UDP-Glycosyltransferase 1a6 Ugt1a6
1,2

1 1,76
3

1,40 1,32 2,28
3,4

1,95
3,5

1

signifikanter Effekt des Faktors CsA-Behandlung (zweifaktorielle Anova)

2

signifikanter Effekt des Faktors Mrp2-Expression (zweifaktorielle Anova)

3

p < 0,05 vs. Vehikel 

4

p < 0,05 vs. Wildtypnieren , 10 mg*kg

-1

*d

-1

5

p < 0,05 vs. Wildtypnieren , 30 mg*kg

-1

*d

-1
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Gpx2 in der Niere exprimiert wird, wurde das PCR-Produkt sequenziert. Dabei wurde ein 

eindeutig positiver Befund erhoben, dessen Daten im Anhang hinterlegt sind (Abbildungen 

30 und 31). 

Die Glutathionreduktase ist, wie die Glutathionperoxidase, ein wichtiges Enzym des 

Glutathionstoffwechsels. Der Glutathionreduktase-mRNA-Gehalt in den transplantierten 

Nieren aller sechs Gruppen unterschied sich nicht statistisch signifikant.

Weiterhin führte die CsA-Behandlung zu einer Reduktion des renalen kortikalen Gstm3-

mRNA-Gehalts, während die renale Mrp2-Defizienz keinen Einfluss auf den renalen 

kortikalen Gstm3-mRNA-Gehalt hatte.

Die hoch dosierte CsA-Behandlung führte in den Wildtyptransplantaten zu einem Anstieg 

des renalen kortikalen HO-1-mRNA-Gehalts, während die renale Mrp2-Defizienz auf den 

renalen kortikalen HO-1-mRNA-Gehalt keinen Einfluss hatte. 

Die Veränderungen der mRNA-Gehalte sprechen für einen erhöhten metabolischen und 

oxidativen Stress nach CsA-Behandlung in den Nierenkortizes der Transplantate.

Tabelle 9. mRNA-Gehalte der Gene „Hitzeschockproteine“ in Wildtyp- und Mrp2
-/-

-

Transplantaten

Wildtyp-Nieren
Mrp2-defiziente 

Nieren

Bezeichnung Symbol

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

DnaJ (Hsp40) Homologon, 

Subfamilie a, Mitglied 1

Dnaja1 1 1,13 1,19 1,05 1,06 1,25

Hitzeschock Transkriptionsfaktor 1 Hsf1 1 1,12 1,19 0,90 0,97 1,24

Hitzeschock 105kDa/110kDa 

Protein 1

Hsph1 1 1,01 0,89 1,02 0,85 0,91

Hitzeschock 70kDa Protein 1a Hspa1a
2

1 1,04 1,17 0,83 0,80 0,93

Hitzeschock 70kDa Protein 1-like Hspa1l 1 0,98 1,19 0,88 0,79 0,97

Hitzeschock Protein 4 Hspa4 1 1,00 0,91 1,10 0,99 0,99

Hitzeschock 70kDa Protein 5 Hspa5
1

1 1,28 1,27 1,04 1,09 1,35
3

Hitzeschock Protein 8 Hspa8 1 1,08 1,12 1,02 0,90 1,20

Hitzeschock 27kDa Protein 1 Hspb1 1 0,95 1,29 0,89 0,87 0,92

Hitzeschock Protein 1 (Chaperonin) Hspd1 1 1,03 0,89 1,07 0,86 0,93

Hitzeschock 10kDa Protein 1 

(Chaperonin 10)

Hspe1 1 1,04 0,83 1,04 1,05 0,94

1

signifikanter Effekt des Faktors CsA-Behandlung (zweifaktorielle Anova)

2

signifikanter Effekt des Faktors Mrp2-Expression (zweifaktorielle Anova)

3

p < 0,05 vs. Vehikel
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Bei den „Hitzeschockproteinen“ (Hsp, Tabelle 9) führte die CsA-Behandlung zu einem 

Anstieg des renalen kortikalen Hsp5-mRNA-Gehalts, unabhängig davon, ob eine renale 

Mrp2-Defizienz vorlag. Die renale Mrp2-Defizienz führte, unabhängig von der CsA-

Behandlung, zu einem reduzierten renalen kortikalen Hsp1a-mRNA-Gehalt.

Des Weiteren wurden mRNA-Gehalte gemessen, deren Proteine mit Proliferation und 

Karzinogenese assoziiert sind wie zum Beispiel Cyclin D1 und E2F-Transkriptionsfaktor 1 

(E2f1), welche den Übergang des Zellzyklus von der G1- zur S-Phase fördern (Tabelle 10). 

Die CsA-Behandlung führte zu einer Reduktion der renalen kortikalen Cyclin-D1- und 

E2f1-mRNA-Gehalte. Die Mrp2-Defizienz hatte keinen weiteren Einfluss auf diese mRNA-

Gehalte.

Die CsA-Behandlung erhöhte den renalen kortikalen Transkriptionsfaktor-early-growth-

response-1 (Egr1)-mRNA-Gehalt, unabhängig von der renalen Mrp2-Defizienz (Tabelle 

10).

Tabelle 10. mRNA-Gehalte der Gene „Proliferation und Karzinogenese“ in Wildtyp-

und Mrp2
-/-

-Transplantaten

Wildtyp-Nieren Mrp2-defiziente Nieren

Bezeichnung Symbol

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Cyclin C Ccnc 1 1,14 1,10 1,00 0,99 1,10

Cyclin D1 Ccnd1
1

1 0,99 0,74
2

0,91 0,96 0,68
2

Cyclin G1 Ccng1 1 1,05 1,07 1,11 0,89 1,02

E2F Transkriptionsfaktor 1 E2f1
1

1 0,96 0,81 0,99 0,84 0,69
2

Early growth response 1 Egr1
1

1 1,22 2,91
2

0,92 1,40 2,59
2

Proliferating cell nuclear 

antigen

Pcna 1 0,97 0,93 0,96 0,88 0,94

1

signifikanter Effekt des Faktors CsA-Behandlung (zweifaktorielle Anova)

2

p < 0,05 vs. Vehikel

Die CsA-Behandlung führte zu einem Anstieg der renalen kortikalen Cyclin-abhängiger-

Kinase-Inhibitor-1A-, DNA-damage-inducing-transcript-3- und Tumor-Protein-p53-

mRNA-Gehalte (Tabelle 11 „Wachstumsarrest und Seneszenz“). Die renale Mrp2-
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Defizienz hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf diese renalen kortikalen 

mRNA-Gehalte.

Tabelle 11. mRNA-Gehalte der Gene „Wachstumsarrest und Seneszenz“ in Wildtyp-

und Mrp2
-/-

-Transplantaten

Wildtyp-Nieren Mrp2-defiziente Nieren

Bezeichnung Symbol

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Cyclin-abhängige Kinase 

Inhibitor 1A

Cdkn1a
1

1 1,08 1,60
2

1,04 1,13 1,41

DNA-damage inducing 

transcript 3

Ddit3
1

1 1,25 1,34
2

1,08 1,07 1,40
2

Growth arrest and DNA-

damage-inducible 45 alpha

Gadd45a 1 1,12 1,07 0,94 1,02 1,15

Insulin-like growth factor-

bindendes Protein 6

Igfbp6 1 1,06 1,37 0,96 0,96 0,89

Mouse double minutes 2-

Protein

Mdm2 1 1,06 1,09 0,87 1,04 1,23

Tumor Protein p53 Tp53
1

1 1,18 1,32
2

0,93 1,01 1,34
2

1

signifikanter Effekt des Faktors CsA-Behandlung (zweifaktorielle Anova)

2

p < 0,05 vs. Vehikel

Weiterhin wurden mRNA-Gehalte gemessen, deren Proteine Prozesse der „Inflammation“ 

regulieren wie zum Beispiel einige Chemokine und Interleukine sowie an 

Entzündungsprozessen beteiligte Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren (Tabelle 12). 

Dabei führte die CsA-Behandlung zu einem Anstieg der renalen kortikalen 

Chemokinligand-3- (Ccl3), Chemokinligand-4- (Ccl4), Chemokinligand-10- (Cxcl10), 

Interleukin-6 (Il-6)-, nukleärer-Faktor-NfκB1- und Serinpeptidaseinhibitor-1-mRNA-

Gehalte, während die renale Mrp2-Defizienz zu einem zusätzlichen Anstieg der renalen 

kortikalen Ccl3- und Ccl4-mRNA-Gehalte führte. 

Bei der Messung der Il-6-mRNA-Gehalte wurde in sieben Proben, unabhängig von den 

Gruppen, kein PCR-Produkt detektiert. 

Außerdem führte die renale Mrp2-Defizienz, unabhängig von der CsA-Behandlung, zu 

einem Anstieg des renalen kortikalen Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender-

Faktor-2- (Csf2) mRNA-Gehalts. 
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Tabelle 12. mRNA-Gehalte der Gene „Inflammation“ in Wildtyp- und Mrp2
-/-

-

Transplantaten

Wildtyp-Nieren Mrp2-defiziente Nieren

Bezeichnung Symbol

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Chemokin (C-C Motiv) 

Ligand 21b

Ccl21b 1 1,00 1,23 0,88 1,17 0,81

Chemokin (C-C Motiv) 

Ligand 3

Ccl3
1,2

1 1,42
3

1,42
3

0,70 1,26
4

1,14
3

Chemokin (C-C Motiv) 

Ligand 4

Ccl4
1,2

1 1,67
3

1,74
3

0,87 1,37
4

1,30

Kolonie-stimulierender 

Faktor 2 (Granulozyten-

Macrophagen)

Csf2
2

1 1,37 1,65 0,54 0,92 0,70
4

Chemokin (C-X-C-Motiv) 

Ligand 10

Cxcl10
1

1 1,18 3,49
3

1,03 1,14 2,92
3

Interleukin 18 Il-18 1 1,03 1,06 0,83 0,88 0,97

Interleukin 1 alpha Il-1a 1 1,23 1,14 2,16 1,62 1,61

Interleukin 1 beta Il-1b 1 1,05 1,70 0,76 1,20 1,22

Interleukin 6

5

Il-6
1

1 2,05 4,07
3

1,03 1,93 3,57
3

Lymphotoxin A Lta 1 0,85 1,23 0,84 1,33 1,03

Makrophagen Migrations-

inhibierender Faktor

Mif 1 1,02 0,92 1,10 1,11 1,03

Nuclear factor of kappa 

light chain gene enhancer 

in B-cells 1, p105

NfκB1
1

1 1,21 1,40
3

1,05 1,05 1,36
3

Stickstoffmonoxidsynthase 

2, induzierbar

Nos2 1 0,72 0,33 0,44 0,58 0,38

Serin-(oder Cystein-)

Peptidaseinhibitor, Stamm 

E, Mitglied 1

Serpine1
1

1 1,18 2,38
3

0,72 1,26 1,80
3

1

signifikanter Effekt des Faktors CsA-Behandlung (zweifaktorielle Anova)

2

signifikanter Effekt des Faktors Mrp2-Expression (zweifaktorielle Anova)

3

p < 0,05 vs. Vehikel

4

 p < 0,05 vs. Wildtypnieren , 30 mg*kg

-1

*d

-1

5

Für IL-6 : n=5-8 pro Gruppe
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Die Veränderungen der mRNA-Gehalte durch die CsA-Behandlung deuten auf ein 

proinflammatorisches Muster vor allem bei der hohen CsA-Dosis hin, das durch die 

Abwesenheit von Mrp2 in der Niere marginal beeinflusst wird.

Tabelle 13. mRNA-Gehalte der Gene „DNA-Schädigung und -Reparatur“ in Wildtyp-

und Mrp2
-/-

-Transplantaten

Wildtyp-Nieren
Mrp2-defiziente 

Nieren

Bezeichnung Symbol

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Ataxia telangiectasia mutiertes 

Homologon

Atm 1 1,13 1,07 0,97 1,00 1,05

Checkpoint Kinase 2 Homologon Chek2 1 1,12 0,96 1,00 1,06 0,90

Excision Repair Cross-

conplementing Rodent Repair 

Deficiency, Complementation 

Group 1

Ercc1
1

1 0,96 1,19 0,96 0,86 1,21

Similar to nucleotide excision 

repair protein (LOC308415)

Ercc2 1 1,05 1,00 0,95 0,93 1,00

Homolog zu ERCC4_MOUSE

RGD

1560340
1 1,09 1,18 1,06 1,19 1,24

RAD23a Homologon (S. 

cerevisiae)

Rad23a 1 1,04 0,92 0,95 0,89 0,94

RAD50 Homologon (S. cerevisiae) Rad50 1 1,04 1,01 0,88 0,92 0,93

Similar to DNA-repair protein 

XRCC2 (X-ray repair cross-

complementing protein 2)

RGD

1564823
1 1,21 1,27 1,17 1,03 1,09

Uracil-DNA-Glycosylase Ung 1 1,20 1,02 1,02 1,10 1,06

X-ray repair complementing 

defective repair in Chinese hamster 

cells 1

Xrcc1 1 1,12 1,09 0,95 1,05 1,06

X-ray repair complementing 

defective repair in Chinese hamster 

cells 4

Xrcc4 1 0,99 1,17 1,09 1,07 1,01

1

signifikanter Effekt des Faktors CsA-Behandlung (zweifaktorielle Anova)
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Die CsA-Behandlung führte zu einem Anstieg des renalen kortikalen Excision-Repair-

Cross-conplementing-Rodent-Repair-Deficiency-1-mRNA-Gehalts, unabhängig von der 

renalen Mrp2-Defizienz (Tabelle 13 „DNA-Schädigung und Reparatur“). Einen weiteren 

Einfluss der CsA-Behandlung bzw. der Mrp2-Defizienz auf die mRNA-Gehalte der Gene 

„DNA-Schädigung und Reparatur“ wurde nicht beobachtet.

Tabelle 14. mRNA-Gehalte der Gene „Signalwege der Apoptose“ in Wildtyp- und 

Mrp2
-/-

-Transplantaten

Wildtyp-Nieren
Mrp2-defiziente 

Nieren

Bezeichnung Symbol

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Vehikel

n = 8

CsA

10 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

CsA

30 mg*

kg

-1

*d

-1

n = 8

Annexin A5 Anxa5
1

1 1,01 1,54 0,87 1,15 1,48
2

Bcl2-assoziiertes X Protein Bax 1 1,09 1,07 1,02 1,05 1,08

Bcl2-like 1 Bcl2l1 1 1,09 1,00 0,95 0,95 1,05

Caspase 1 Casp1 1 1,10 1,23 1,02 1,09 1,04

Caspase 8 Casp8
1

1 1,00 1,51
2

0,98 1,00 1,34
2

Nuclear factor of kappa light chain 

gene enhancer in B-cells inhibitor, 

alpha

Nfκbiα
1

1 1,18 1,48
2

0,94 0,99 1,37
2

Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 

Superfamilie, Mitglied 1a

Tnfrsf1a
1

1 1,17 1,50
2

0,97 1,10 1,45
2

Tumor Necrose Faktor (Ligand) 

Superfamilie, Mitglied 10

Tnfsf10 1 1,28 1,35 0,96 1,16 1,22

Fas Ligand (TNF Superfamily, 

Mitglied 6)

Faslg 1 1,29 1,41 1,03 1,19 1,03

TNFRSF1A-associated via death 

domain

Tradd 1 1,16 1,00 0,94 0,95 1,01

1

signifikanter Effekt des Faktors CsA-Behandlung (zweifaktorielle Anova)

2

p < 0,05 vs. Vehikel

Bei den Genen „Signalwege der Apoptose“ (Tabelle 14) führte die CsA-Behandlung zum 

dosisabhängigen Anstieg der renalen kortikalen Annexin-5-, Caspase-8-, NfκB-Inhibitor-

(Nfκbiα) und TNF-α-Rezeptor-1a-mRNA-Gehalte. Diese Veränderungen der mRNA-

Gehalte waren unabhängig von der renalen Mrp2-Defizienz und deuten auf verstärkte 

proapoptotische Signalwege in CsA-behandelten Nierentransplantaten.
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3.2.3. Glutathionkonzentration und Aktivität der Glutathionperoxidase im Gewebe

Die CsA-Behandlung und die renale Mrp2-Defizienz hatten keinen statistisch signifikanten 

Einfluss auf die renale kortikale Gesamtglutathionkonzentration (Abbildung 23 A).

Die CsA-Behandlung führte sowohl bei den Wildtyp- als auch bei den Mrp2-defizienten 

Transplantaten zu einer dosisabhängigen Erhöhung des renalen kortikalen 

Glutathionquotienten (Abbildung 23 C). Die Mrp2-Defizienz hatte keinen statistisch 

signifikanten Effekt auf den Glutathionquotienten im Nierenkortex.

Im Lebergewebe hatte weder die CsA-Behandlung noch die renale Mrp2-Defizienz einen 

statistisch signifikanten Einfluss auf die Gesamtglutathionkonzentration und den 

Glutathionquotienten (Abbildung 23 B, D).
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Abbildung 23. Gesamtglutathionkonzentration (A, B) und Glutathionquotient (C, D) im 

Kortex der Nierentransplantaten und in der Leber. n=7-8 pro Gruppe, CsA-Dosis in mg*kg

-

1

*d

-1

, *p<0,001 für Faktor CsA und für Einzelgruppenvergleiche
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Weder CsA-Behandlung noch renale Mrp2-Defizienz beeinflussten die renale kortikale 

Gpx-Aktivität (Abbildung 24). 

renale Gpx-Aktivität

N
A

D
P

H
-
V

e
r
b

r
a

u
c
h

,
 

n
m

o
l
 
*
 
m

i
n

-
1

*
 
m

g
-
1

0

1

2

3

4

5

6

7

Wildtypnieren

Mrp2-defiziente

Nieren

CsA - 10 30 - 10 30

Abbildung 24. Gpx-Aktivität in den Nierentransplantaten nach der Behandlung mit CsA. 

n=4-8 pro Gruppe; CsA-Dosis in mg*kg
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*d

-1

3.2.4. Bildung und Abbau von Superoxid

Die CsA-Behandlung führte zu einer dosisabhängigen Reduktion der renalen kortikalen

Nox-Aktivität (Abbildung 25). Die renale Mrp2-Defizienz hatte keinen Effekt auf die renale 

kortikale Nox-Aktivität. 

Im Lebergewebe hatten die CsA-Behandlung und die renale Mrp2-Defizienz keinen 

statistisch signifikanten Einfluss auf die Nox-Aktivität. 
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Abbildung 25. Nox-Aktivität in der Niere (A, n=7-8 pro Gruppe) und in der Leber (B, 

n=4-5 pro Gruppe) nach akuter CsA-Behandlung von transplantierten Ratten mit und ohne 

nierenspezifischer Mrp2-Defizienz. *p<0,05; RLU - relative Lichteinheiten.

Des Weiteren wurden in der Niere die mRNA-Gehalte für die Nox-Untereinheiten Nox1, 

Nox2, Nox4 und p47phox untersucht (Abbildung 26). Dabei hatten die CsA-Behandlung 

und die renale Mrp2-Defizienz keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die renalen 

kortikalen mRNA-Gehalte der Nox-Untereinheiten.
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Abbildung 26. Renale kortikale mRNA-Gehalte der Nox-Untereinheiten Nox 1 (A), Nox 2

(B), Nox 4 (C) und p47phox (D) in den Nierentransplantaten nach CsA-Behandlung. n=5

pro Gruppe; Haushaltgene: Gapdh und Ywhaz, CsA-Dosis in mg*kg
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Neben Nox wurde die Xo auf ihre Aktivität in den Nierentransplantaten und der Leber hin 

untersucht. Die CsA-Behandlung und die Mrp2-Defizienz hatten keinen statistisch 

signifikanten Einfluss auf die Xo-Aktivität in den Nierentransplantaten (Abbildung 27). 

In der Leber führte die CsA-Behandlung zu einer Reduktion der Xo-Aktivität um etwa 50 

%. Die nierenspezifische Mrp2-Defizienz hatte keinen Einfluss auf die hepatische Xo-

Aktivität.
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Abbildung 27. Xo-Aktivität in den Nierentransplantaten (A) und in der Leber (B) nach

CsA-Behandlung. n=6-8 pro Gruppe; *p<0,05; RLU - relative Lichteinheiten; CsA-Dosis in 

mg*kg
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Die CsA-Behandlung und die renale Mrp2-Defizienz hatten keinen statistisch signifikanten 

Einfluss auf den renalen kortikalen Xo-mRNA-Gehalt (Abbildung 28).
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-1

*d

-1

Eine weitere mögliche Ursache des Anstiegs von Superoxid im Gewebe ist eine 

verminderte Aktivität der Sod. Weder die CsA-Behandlung noch die renale Mrp2-Defizienz 
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hatten einen statistisch signifikanten Einfluss auf die Aktivität der Sod im Nierenkortex-

und Lebergewebe (Abbildung 29). 

Die renalen kortikale Sod1- und Sod2-mRNA-Gehalte wurden im PCR-Array gemessen

(Tabelle 8) und waren durch die CsA-Behandlung und die renale Mrp2-Defizienz nicht 

verändert.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden der Einfluss der renalen Innervation auf die Expression der drei 

Transportproteine Mrp2, Mrp3 und Mrp4 in der Niere sowie die Bedeutung von Mrp2 für 

die CsA-induzierte Nephrotoxizität untersucht. Der Einfluss der Nierennerven auf die 

Expression der Mrp-Transporter wurde an renal denervierten Tieren ohne und mit 

experimenteller Reduktion der Nierenmasse überprüft. Die Bedeutung von Mrp2 für CsA-

induzierte Nephrotoxizität wurde an einem Transplantationsmodell mit nierenspezifischer 

Mrp2-Defizienz und anschließender akuter Behandlung mit CsA bei Ratten untersucht.

4.1. Einfluss der renalen Denervation auf Mrp-Transporter in der Niere

Das autonome Nervensystem beinflusst die Nierenfunktion vor allem über den 

Sympathikus [2]. Der Ursprungsort des größten Anteils der präganglionären Nervenfasern 

liegt in den Rückenmarksegmente T12 bis L1 [73]; die Ursprünge der postganglionären 

Nervenfasern liegen im Ganglion coeliacum, im Ganglion aorticorenale und im Ganglion 

mesentericum inferius [2, 74]. Die efferenten Nierennerven innervieren die prä- und 

postglomerulären Widerstandsgefäße sowie die Nierentubuli [2, 81] und beeinflussen 

Funtionen der Niere wie den Elektrolyttransport, die Reninsekretion und die renale 

Hämodynamik [2]. Afferente Impulse von Chemo- oder Mechanorezeptoren im 

Nierengewebe beeinflussen Funktionen wie die Autoregulation der Niere und die Balance 

der Wasser- und Elektrolytausscheidung zwischen beiden Nieren [2]. Außerdem wurde bei 

renalen Erkrankungen wie der terminalen Niereninsuffizienz eine erhöhte Aktivität des 

sympathischen Nervensystems nachgewiesen [2, 88]. 

Über die Kontrolle des Transports organischer Solute durch das sympathische 

Nervensystem ist bisher wenig bekannt. Es gibt einige wenige Studien, bei denen der 

Einfluss der Denervation oder einer Sympathikusstimulation (elektrisch, pharmakologisch) 

auf den Transport einzelner organischer Ionen untersucht wurde. Beispielsweise führte die 

unilaterale renale Denervation durch Durchtrennung des N. splanchnicus zu einer 

reduzierten PAH-Exkretion bei Hunden [143]. In basolateralen Zellvesikeln des proximalen 

Tubulus der Rattenniere wurde ein erhöhter Transport von PAH nach Adrenalin- und 

Noradrenalinbehandlung festgestellt [77]. Außerdem hemmt Phenylephrin bei isolierten 
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proximalen Tubulussegmenten des Kaninchens die Sekretion des Mrp2-Substrates 

Fluorescein [144].

Hinweise auf eine Beteiligung der Nierennerven an der Regulation der renalen Expression 

von Mrp-Transportern lieferten frühere Transplantationsstudien an einem kongenen 

Tiermodell mit Mrp2-Defizienz, die in unserer Arbeitsgruppe durchgeführt wurden [31]. 

Beim kongenen Stamm LEW.1W-ABCC2

-/-

führte die Mrp2-Defizienz neben den 

typischen Merkmalen der Mrp2-Defizienz (Bilirubinämie, gestörter hepatischer 

Galletransport) auch zu einem Anstieg des renalen kortikalen Mrp4-Proteingehalts [31]. 

Anschließend wurden Nierenkreuztransplantationen und syngene Transplantationen 

zwischen den beiden kongenen Stämmen durchgeführt. Dabei wiesen die Kortizes der 

transplantierten Nieren beider Stämme ähnlich hohe Mrp4-Proteingehalte auf, was 

bedeutet, dass die Transplantation von Mrp2-defizienten Nieren auf Mrp2-defiziente 

Empfänger zu einer Reduktion des renalen kortikalen Mrp4-Proteingehalts führte [31]. 

Eine Nierentransplantation geht immer mit der Denervation der transplantierten Niere 

einher [78]. Die Befunde zur Mrp4-Expression nach den Nierenkreuztransplantationen und 

die oben beschriebenen Transportstudien anderer Arbeitsgruppen mit Mrp2-Substraten 

führten zu der Hypothese, dass das sympathische Nervensystem die Expression und 

Funktion der Mrp-Transporter beeinflusst.

4.1.1. Transporterfunktion und -expression nach renaler Denervation

Die renale Denervation wurde sowohl an nativen Nieren als auch an operativ 

massereduzierten Nieren durchgeführt. Der Erfolg der renalen Denervation wurde durch 

die Messung des Noradrenalingehaltes im Nierengewebe untersucht, welcher bei 

denervierten Nieren, verglichen mit innervierten Nieren, um eine Größenordnung reduziert

war. Ein vollständiges Fehlen von Noradrenalin in denervierten Nieren ist nicht zu 

erwarten, da zirkulierende Katecholamine über den Blutkreislauf in die Nieren gelangen 

und dort filtriert und tubulär transportiert werden können [2]. Die Reduktion der 

Noradrenalinkonzentration im Nierengewebe nach renaler Denervation entspricht den 

Ergebnissen früherer Studien unserer Arbeitsgruppe [78] und denen anderer 

Arbeitsgruppen [145, 146].
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In der vorliegenden Arbeit wurde die FE
PAH

 als ein Maß für die Mrp2- und Mrp4-

Transportfunktion bestimmt, da die apikale Sekretion von PAH im Nierentubulus im 

Wesentlichen über Mrp2 und Mrp4 erfolgt [130]. PAH wurde in verschiedenen 

Dosierungen eingesetzt. Bei steigenden Plasma-PAH-Konzentrationen wurde auch eine 

steigende FE
PAH

 nachgewiesen, so dass eine Sättigung des renalen PAH-Transports 

ausgeschlossen werden kann. Bei erhaltener Nierenmasse war der durchschnittliche Wert 

für die FE
PAH

 bei der höchsten Plasma-PAH-Konzentration bei den Mrp2-defizienten 

Nieren ca. 50 % höher als bei den Wildtypnieren, wobei dieser Unterschied jedoch nicht 

mit hinreichend statistischer Sicherheit belegt werden kann. Dennoch bestätigen die 

Ergebnisse zur FE
PAH

 frühere Studien unserer Arbeitsgruppe, bei denen eine statistisch 

signifikant höhere FE
PAH

 bei den Mrp2-defizienten Ratten im Vergleich zu den 

Wildtypratten nachgewiesen wurde [31]. 

Die fehlende statistische Sicherheit der vorliegenden Studie könnte auf die hohen 

Streuungen der Messwerte zurückgehen, welche bei den Experimenten auftraten. Zudem

handelt es sich bei den verwendeten Tieren um Inzuchtrattenstämme, bei denen es zu 

Veränderung des Erbguts kommen kann. Eine spontane Rückkreuzungen, die eine Mrp2-

Defizienz aufhebt, konnte allerdings ausgeschlossen werde, da in allen verwendeten Mrp2-

defizienten Tieren das Fehlen des Mrp2-Proteins im Nierenkortex nachgewiesen wurde.

Die höhere FE
PAH

bei Mrp2-defizienten Ratten im Vergleich zu Wildtypratten könnte auf 

die renale kortikale Mrp4-Expression zurückgehen, welche sowohl in der vorliegenden 

Studie als auch in der früheren Studie bei Mrp2-Defizienz erhöht war [31, 130].

Die renale Denervation hatte keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die 

Transportfunktion von Mrp2 und Mrp4, womit Studien anderer Arbeitsgruppen, die einen 

Einfluss der Denervation auf den Transport von zum Beispiel PAH [143] und Fluorescein 

[144] nachweisen, nicht bestätigt werden.

Die renale Denervation hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Expression von Mrp2 und 

Mrp4 bei erhaltener Funktion beider Nieren. Die in früheren Transplantationsstudien [31]

beobachteten Befunde, bei denen Mrp2-defiziente Tiere im Vergleich zu Wildtyptieren 

einen erhöhten Mrp4-Proteingehalt im Nierenkortex hatten und im Gegensatz dazu syngen 

und kongen transplantierte Mrp2-defiziente und Wildtyptiere einen ähnlichen Mrp4-

Proteingehalt im Nierenkortex aufwiesen, können anhand der vorliegenden Arbeit nicht auf 

die Denervation zurückgeführt werden.
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Studien anderer Arbeitsgruppen hingegen konnten indirekte Hinweise auf einen Einfluss 

des sympathischen Nervensystems bei der Regulation von Mrp2 und Mrp4 nachweisen, 

indem der Einfluss von Second-Messenger-Systemen des sympathischen Nervensystems 

auf die Regulation der Mrp-Transporter in Hepatozyten und in der Niere untersucht wurde

[51, 66, 67]. Dabei reduzierte die Aktivierung der PKC in Hepatozyten den Transport des 

Mrp2-Substrates Glutathion-Methylfluorescein [66] und ein cAMP-Derivat stimulierte die 

Translokation von Mrp2 in die Plasmamembran von Hepatozyten [67]. In der Niere wurden 

Signaltransduktionswege, die denen des sympathischen Nervensystems ähnlich sind, und 

deren Einfluss auf die Mrp-Transporter untersucht [51]. Endothelin-1 reduzierte bei 

Fischen ET
B
-Rezeptor-abhängig den Transport des Mrp2-Substrates Fluorescein-

Methotrexat [51]. Dieser Effekt konnte durch Blockade der PKC aufgehoben werden [51].

Eine mögliche Erklärung für den fehlenden Einfluss der Denervation in der vorliegenden 

Studie könnte im experimentellen Vorgehen liegen. Dabei erfolgte die Organentnahme für 

die Bestimmung der Expression der Transporter erst nach einem mehrstündigen in vivo-

Experiment. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich in diesem Zeitraum die 

mRNA- und Proteinexpression veränderte. Dieses experimentelle Vorgehen war jedoch 

notwendig um die möglichen Veränderungen der FE
PAH

 mit Veränderungen in der 

Expression der Transporter korrelieren zu können.

Aufgrund der hohen Transportkapazität im proximalen Tubulus der Niere könnten 

Substrate unter pathologischen Bedingungen in den Nierenepithelzellen akkumulieren und 

die Expression der Mrp-Transporter über ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren 

induzieren [48, 54-57]. Im Experiment mit erhaltener Nierenmasse wurde die renale 

kortikale Mrp-Transporterexpression unter Bedingungen von intakten Effluxmechanismen 

für die Substrate untersucht, was eine Akkumulation von Substraten im Nierengewebe 

ausschließt. Durch eine Reduktion der Nephronzahl könnte eine stärkere Sättigung 

transepithelialer Transportprozesse für organische Ionen erreicht werden. Bei einer 

induzierten Transporterexpression durch akkumulierte Substrate könnte auch die 

Bedeutung des sympathischen Nervensystems oder dessen Second-Messenger-Systeme

steigen, da es bei Reduktion der Nierenmasse zu einer zentralen Aktivierung des 

sympathischen Nervensystems kommen kann und somit dessen Einfluss auf Teilfunktionen 

der Niere steigt [75]. Der Einfluss der renalen Denervation bei Nierenmassereduktion auf 

die Expression der Transporter wurde anschließend anhand des Modells der 5/6-

Nephrektomie untersucht.
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4.1.2. Modell der 5/6-Nephrektomie und Aktivierung des sympathischen 

Nervensystems

Die Reduzierung des Nierengewebes auf 1/6 ist ein massiver Eingriff in die Integrität der 

Niere und kann zu erheblich verminderter Funktion führen. In der vorliegenden Studie 

wurden sieben Wochen nach dem chirurgischen Eingriff eher geringe Zeichen einer 

Nierenschädigung gefunden. Die histologischen Untersuchungen belegen ein erweitertes 

Lumen des Nierentubulussystems bei den 5/6-nephrektomierten Tieren im Vergleich mit 

dem Nierentubuluslumen der uninephrektomierten Tiere. Dies ist ein Anzeichen für eine 

tubuläre Hydronephrose, die bei massivem Verlust an Nierenmasse durch die veränderten 

Druckverhältnisse im Nierenbecken und im Nierentubulus auftreten kann [147]. Dabei ist 

das verbleibende Nierengewebe mit einem großen Filtratvolumen konfrontiert und verliert 

die Fähigkeit, den Harn ausreichend zu konzentrieren. Das hohe Harnvolumen wird im 

Nierenbecken gesammelt und führt von dort aus zu einer rückwirkenden Druckbelastung 

des Tubulussystems. Diese Druckbelastung kann bei chronischem Auftreten zu einer 

Weitung des Nierenbeckens, der Sammelrohre und des distalen Tubuluslumens führen 

[147].

Die Kreatininkonzentration im Plasma ist ein Maß für die Filtrationsleistung der Niere. 

Eine erhöhte Plasma-Kreatininkonzentration bzw. eine reduzierte Kreatininclearance kann 

eine Insuffizienz der Niere anzeigen. In einigen Studien an Ratten führte eine subtotale 

Nephrektomie im Vergleich zur Scheinoperation zu erhöhten Plasma-

Kreatininkonzentrationen bzw. zu einer reduzierten Kreatininclearance [80, 84, 148, 149]. 

Zudem waren die Kreatininkonzentrationen im Plasma bei Ratten sechs Wochen nach 

subtotaler Nephrektomie höher als drei Wochen danach, was auf einen progressiven 

Verlauf des Nierenschadens schließen lässt [80]. In der vorliegenden Studie führte 5/6-

Nephrektomie bei Ratten nach drei und sieben Wochen zu ähnlichen 

Kreatininkonzentrationen im Plasma wie unilaterale Nephrektomie. Zudem lagen diese 

Kreatininkonzentrationen im Plasma in einem bei Ratten physiologischen Bereich.

Das Ausbleiben einer Niereninsuffizienz trotz 5/6-Nephrektomie kann auf Faktoren wie 

Stammunterschiede der Tiere und die Methode der Nierenmassereduktion zurückgehen. 

Bei den zuvor erwähnten Studien [80, 84] wurden Sprague-Dawley-Ratten verwendet, in 

unseren Experimenten wurden Lewis-Ratten verwendet. Des Weiteren wird allgemein 

angenommen, dass Kreatinin tubulär weder resorbiert noch sezerniert wird, doch in einer 
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Studie an Ratten führte eine hohe Plasma-Kreatininkonzentration neben der Kreatinin-

Filtration zu einer starken Kreatinin-Sekretion ins Tubuluslumen der Niere [150]. Diese 

Abhängigkeit der Kreatinin-Sekretion von der Plasma-Kreatininkonzentration kann 

erklären, dass trotz reduzierter GFR die Plasma-Kreatininkonzentration durch Sekretion 

von Kreatinin konstant bleiben kann. Auf der anderen Seite führte in Studien anderer 

Arbeitsgruppen eine 5/6-Nephrektomie zu erhöhten Plasma-Kreatininkonzentrationen, was 

in diesen Studien gegen eine starke Kreatininsektretion ins Tubuluslumen spricht [80, 148, 

149].

Andere Arbeitsgruppen, die sich mit subtotaler Nephrektomie beschäftigen, berichten von 

einer Niereninsuffizienz und einer sich ausbildenden Hypertonie nach subtotaler 

Nephrektomie [83, 84, 151]. Dabei war der Schweregrad der Belastung abhängig von der 

Operationsmethode. Bei einer methodischen Studie wurden die Blutdruckwerte von Ratten 

nach operativer Entfernung von 5/6 der Nierenmasse und nach Reduktion von 5/6 der 

Nephronzahl durch Infarkte gegenübergestellt [83]. Die Tiere, bei denen Infarkte in der 

Niere ausgelöst wurden, zeigten über einen Zeitraum von sechs Wochen einen um 40 

mmHg höheren Blutdruck als die Tiere mit chirurgischer Entfernung der Nierenmasse [83]. 

In unserer Studie fand die Entfernung der Nierenmasse chirurgisch statt, was die eher 

schwach ausgeprägten Anzeichen einer Niereninsuffizienz erklären kann. Andererseits gibt 

es auch Studien [84, 152], die aufgrund der chirurgischen Entferung der Nierenmasse einen 

erhöhten Blutdruck nach subtotaler Nephrektomie beschreiben.

Insgesamt wiesen die in der vorliegenden Studie 5/6-nephrektomierten Tiere im Vergleich 

zu 5/6-nephrektomierten Tieren aus Studien anderer Arbeitsgruppen nur sehr schwache 

Anzeichen eines Nierenschadens wie zum Beispiel Hydronephrosen im renalen Gewebe

auf. Die Ursache dieser Unterschiede ist unklar, könnte aber auf die Verwendung von 

unterschiedlichen Rattenstämmen zurückgeführt werden.

Bei einem Nierenschaden kann eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems 

auftreten, die wiederum die Symptome und Folgen des Nierenschadens verstärken kann [2, 

75, 76]. In einer Studie führte die 5/6-Nephrektomie bei Ratten mit intakter renaler 

Innervation, nicht aber bei Ratten ohne afferente Innervation, zu erhöhten Blutdruckwerten 

und Plasma-Kreatininkonzentrationen [75]. In einer anderen Studie an Ratten wurde 

ebenfalls ein Anstieg des Blutdrucks unter subtotaler Nephrektomie gefunden [76]. Dieser 

Blutdruckanstieg war durch den Einsatz des Sympathikolytikums Moxonidin nicht 
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beeinflussbar, allerdings konnten andere pathologische Befunde (Albuminurie, 

Glomerulosklerose) durch Moxonidin abgeschwächt werden [76]. Eine mögliche Erklärung 

für die Sympathikusaktivierung bei einem Nierenschaden kann die Stimulation von 

Chemorezeptoren sein, die bei intrarenaler Akkumulation von harnpflichtigen Substanzen 

auftreten kann und die über renale Afferenzen die Aktivität des sympathischen 

Nervensystems erhöht [153]. 

In den vorliegenden Experimenten konnten keine Anhaltspunkte für eine Aktivierung des 

sympathischen Nervensystems gefunden werden. Eine Aktivierung des sympathischen 

Nervensystems zeigt die Induktion der Tyrosinhydroxylaseexpression in den Nebennieren

an. Die Tyrosinhydroxylase, welche die Biosynthese der Katecholmine einleitet, kann bei 

Sympathikusaktivierung in den Nebennieren induziert werden [154]. Die 

Tyrosinhydroxylase-mRNA-Gehalte der Nebennieren waren nach 5/6-Nephrektomie bzw. 

unilateraler Nephrektomie bei allen Gruppen ähnlich hoch, unabhängig davon, ob eine 

Denervation oder Scheindenervation vorgenommen wurde. Die Ursache des Ausbleibens 

der Aktivierung des sympathischen Nervensystems könnte in dem nur sehr schwach 

ausgeprägten Nierenschaden liegen.

4.1.3. Transporterexpression nach 5/6-Nephrektomie und renaler Denervation 

Die renalen kortikalen Mrp2- und Mrp4-mRNA-Gehalte waren drei Wochen nach dem 

chirurgischen Eingriff bei 5/6-nephrektomierten Tieren höher als bei unilateral 

nephrektomierten Tieren. Ähnliche Befunde wurden bereits von einer anderen 

Arbeitsgruppe erhoben [80]. Drei Wochen nach 5/6-Nephrektomie waren die renalen 

Mrp2- und Mdr1-mRNA- bzw. Proteingehalte bei Sprague-Dawley-Ratten im Vergleich zu 

scheinoperierten Kontrollen erhöht [80]. Auch die hepatische Transporterexpression kann 

durch einen Nierenschaden beeinflusst werden [155]. Dabei führte die Behandlung von 

Ratten mit Serum chronisch niereninsuffizienter Tiere zu einem Anstieg des hepatischen 

Mrp2-mRNA-Gehalts, nicht aber des hepatischen Mrp2-Proteingehalts [155]. Warum der 

Mrp2-Proteingehalt nicht durch die Behandlung beeinflusst wurde und welche Substanzen 

für die Induktion der mRNA-Expression verantwortlich sind, wurde nicht untersucht [155].

In diesen Studien [80, 155] und in der vorliegenden Studie könnten die erhöhten renalen 

mRNA-Gehalte der Transporter Folge einer Akkumulation von Substanzen in den 

Epithelzellen des Nierentubulus sein. Substrate der Transporter (zum Beispiel Gallensäuren 

und Xenobiotika) induzieren die Translokation von Transkriptionsfaktoren (PXR, CAR) in 
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der Zellkern und fördern deren Bindung an Hormon- oder Xenobiotika-responsive 

Elemente innerhalb regulatorischer Bereiche der Mrp-Transportergene [48, 52]. Bei einem 

Nierenschaden können Substanzen wie Kreatinin und Harnstoff sowie organische Ionen 

wie Harnsäure und Indolderivate im Plasma akkumulieren [156-158]. Von diesen 

Substanzen werden Harnsäure und Indolderivate von Mrp4 transportiert [159]. Eine 

Akkumulation dieser Substanzen in renalen Tubulusepithelzellen der Niere wäre denkbar.

Nach Nierenmassereduzierung treten wahrscheinlich auch kompensierende Effekte anderer 

Transporter auf. Deshalb wurde in diesem Experiment auch die Expression des basolateral 

exprimierten Transporters Mrp3 untersucht. Bei Ratten wird Mrp3 im proximalen und im 

distalen Nierentubulus exprimiert [29]. In beiden Tubulusabschnitten trägt der Mrp3-

abhängige Transport zum Efflux von Stoffwechselendprodukten und Xenobiotika aus den 

Epithelzellen ins Blut bei, womit diese Substanzen hepatisch eliminiert werden können [1]. 

Durch einen reduzierten basolateralen Efflux von Mrp3-Substraten könnte die intrazelluläre 

Konzentration der Substrate ansteigen und den apikalen Transport ins Tubuluslumen

mittels anderer Transportsysteme fördern. Die 5/6-nephrektomierten Tiere hatten im 

Vergleich zu den unilateral nephrektomierten Tieren nach drei Wochen einen reduzierten 

renalen kortikalen Mrp3-Proteingehalt. 

Die Denervation der Niere hatte keinen Einfluss auf die Expression der apikalen 

Transporter Mrp2 und Mrp4 drei Wochen nach 5/6-Nephrektomie, während die renale 

Denervation bei den 5/6-nephrektomierten Tieren zu einem Anstieg des Mrp3-mRNA-

Gehalts führte. Dieser Einfluss des sympathischen Nervensystems auf den Mrp3-mRNA-

Gehalt könnte durch folgenden Mechanismus erklärt werden. Die PKC, als wichtiges 

Signalmolekül des sympathischen Nervensystems nach Aktivierung des α
1
-adrenergen 

Rezeptor-Signalweges, hemmt den Transkriptionsfaktor PXR, der die Mrp3-Expression 

induzieren kann [72, 160]. Wird bei den 5/6-nephrektomierten Tieren die Niere denerviert, 

können nachgeschaltete Signaltransduktionswege des sympathischen Nervensystems, wie 

die Aktivierung der PKC, abgeschwächt werden, was in Folge die PXR-vermittelte 

Reduktion der Mrp3-Expression aufhebt.
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4.1.4. Oxidativer Stress nach 5/6-Nephrektomie und renaler Denervation und 

Einfluss auf die Transporterlokalisation

Reduziertes Glutathion ist neben Thioredoxin und einigen Vitaminen eines der wichtigsten 

intrazellulären Reduktionsmittel für Proteine [113]. Durch diesen hohen Stellenwert von 

Glutathion ist es wichtig, dass die intrazelluläre Gesamtglutathionkonzentration nicht 

wesentlich abnimmt [161]. Des Weiteren ist der renale kortikale Glutathionquotient ein 

Indikator für eine Gewebebelastung durch oxidatven Stress. 

Die 5/6-Nephrektomie führte drei Wochen nach dem chirurgischen Eingriff zu einem 

Anstieg des Glutathionquotienten und sieben Wochen danach zu einer Reduktion der

Gesamtglutathionkonzentration in der Restniere. Beide Befunde belegen einen erhöhten 

oxidativen Stress im Nierengewebe an den beiden Untersuchungszeitpunkten. Studien 

anderer Arbeitsgruppen können die Befunde des erhöhten oxidativen Stresses in 

Nierengewebe nach subtotaler Nephrektomie bei Ratten bestätigen [148, 162]. 

Eine mögliche Ursache für den erhöhten oxdativen Stress ist die Aktivierung von Oxidasen 

durch akkumulierende Substanzen, bei der die erhöhte Oxidase-Aktivität zu einem Anstieg 

des Gehaltes reaktiver Sauerstoffspezies wie Superoxid, Hydroxylradikalen und 

Wasserstoffperoxid führt [163]. Eine andere Arbeitsgruppe konnte zum Beispiel bei 5/6-

nephrektomierten Ratten eine erhöhte Nox-Aktivität (und eine reduzierte Sod-Aktivität) im 

Nierengewebe nachweisen [164]. In der vorliegenden Studie waren die renalen kortikalen 

Nox2- und p47phox-mRNA-Gehalte nach 5/6-Nephrektomie höher als nach unilateraler 

Nephrektomie drei Wochen nach dem chirurgischen Eingriff, was auf der Ebene der 

mRNA für eine Entwicklung von oxidativem Stress spricht. Nach sieben Wochen fanden 

sich keine Korrelationen des oxidativen Stresses mit den mRNA-Gehalten der Nox-

Untereinheiten. 

Die Denervation führte zu einer statistisch signifikanten Reduktion des 

Glutathionquotienten in den Restnieren der 5/6-nephrektomierten Tiere. Dieser Befund 

wurde nach drei Wochen, nicht aber nach sieben Wochen erhoben und belegt, dass die 

renale Denervation den durch Nierenmassereduktion entstandenen oxidativen Stress im 

Nierenkortex zu diesem Zeitpunkt verminderte.
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Allerdings gibt es im Zusammenhang mit der Denervation keinen Hinweis auf die 

ursächliche Beteiligung der Nox, obwohl bekannt ist, dass sich erhöhter oxidativer Stress 

und die Aktivität der PKC wechselseitig induzieren können [165, 166]. Das sympathische 

Nervensystem kann über enzymatische Superoxidbildung zur Bildung von ROS beitragen

[165]. Aber auch erhöhter oxidativer Stress kann über die Oxidation von Cysteinresten in 

der regulatorischen Domäne der PKC deren Aktivität induzieren [166]. In der vorliegenden 

Studie hatte die renale Denervation bei 5/6-Nephrektomie keinen statistisch signifikanten 

Einfluss auf den Nox2-mRNA-Gehalt. Weitere Nox-Gene (Nox1, Nox4) wiesen teilweise 

gegensätzliche Veränderungen ihrer korrespondierenden mRNA-Gehalte bezogen auf den 

Einfluss der Denervation auf, was eine eindeutige Aussage über den Beitrag der Nox zum 

oxidativen Stress im Gewebe erschwert. Andererseits belegen frühere Studien unserer 

Arbeitsgruppe einen Beitrag des sympathischen Nervensystems zur Aktivität der Nox, 

indem neonatale Sympathektomie zur Reduktion der renalen kortikalen Nox-Aktivität bei 

spontan hypertensiven Ratten (SHR) führte [165].

In einer anderen Studie hatte die Denervation einen Effekt auf oxidativen Stress in der 

Leber [167]. In dieser Studie wies denerviertes Lebergewebe einen niedrigeren Gehalt 

oxidierten Glutathions auf als Lebergewebe mit intakter Innervation [167]. Die Ursache der 

Reduktion des oxidativen Stresses durch Denervation in dieser [167] und in der 

vorliegenden Studie kann im Einfluss des sympathischen Nervenesystems bei der renalen 

Hämodynamik liegen [2, 167]. Es ist bekannt, dass die Denervation der Niere den renalen 

Gefäßwiderstand reduziert [2, 168, 169]. In der vorliegenden Studie könnte es durch renale 

Denervation zur verstärkten Durchblutung der Niere und in Folge dessen zum effizienteren

Glutathionefflux gekommen sein, wodurch der Gehalt an oxidiertem Glutathion im 

Nierengewebe sinkt.

In Tiermodellen führte eine verringerte hepatische Glutathionkonzentration zur 

Internalisierung von Mrp2 [71]. Eine mögliche Internalisierung von renalem Mrp2 in

intrazellulären Membranvesikeln wurde in der vorliegenden Arbeit immunhistologisch

untersucht. Sieben Wochen nach 5/6-Nephrektomie und Denervation waren Mrp2 und der 

ebenfalls apikal exprimierte Transporter Mrp4 im proximalen Tubulus der Niere bei allen 

Versuchsgruppen ausschließlich luminal lokalisiert. Über die Größe und die genaue 

Lokalisation intrazellulärer Membranvesikel, die Mrp2 oder Mrp4 enthalten, ist aus der 

Literatur wenig bekannt. In der Studie einer anderen Arbeitgruppen wurde bei Hepatozyten
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eine Internalisierung festgestellt, die als verminderte Färbung für Mrp2 an luminalen

Membranstrukturen und vermehrte Färbung für Mrp2 im Bereich intrazellulärer Stukturen 

beschrieben wurde [69]. Die Epithelzellen des proximalen Tubulus besitzen stark

ausgeprägte luminale Mikrovilli, welche dazu führen, dass sich Membranen auf einem 

histologischen Schitt bei einer Schichtdicke von 4 µm optisch überlagern und nicht mehr 

aufgelöst werden können. Die Lokalisation von Vesikeln nahe der luminalen Membran ist 

daher schwer zu verifizieren, wodurch die verwendete Methode keinen eindeutigen Schluss 

zum Auftreten intrazellulärer Vesikel zulässt.

4.1.5. Schlussfolgerung zur Transporterregulation durch renale Denervation

Die renale Denervation bei intakten Nieren und bei 5/6-Nephrektomie hat keine Bedeutung 

für die Regulation der apikalen Transporter Mrp2 und Mrp4. Im Gegensatz dazu spielt die 

renale Denervation bei 5/6-Nephrektomie eine Rolle für die Expression des basolateralen 

Transporters Mrp3 und für das Auftreten von oxidativem Stress im Nierengewebe. Die 

Daten zur Tyrosinhydroxylase-mRNA-Expression in den Nebennieren sprechen nicht für 

eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems nach 5/6-Nephrektomie an den von 

uns gewählten Untersuchungszeitpunkten. Ob das sympathische Nervensystem nach 5/6-

Nephrektomie aktiviert wurde, kann dennoch nicht ausgeschlossen werden und bleibt 

unklar. Wahrscheinlich führte die Akkumulation von Substanzen durch die Reduktion der 

Nierenmasse zur Erhöhung von metabolischem und oxidativem Stress, welcher auch in 

anderen Studien nach 5/6-Nephrektomie in der Restniere nachgewiesen wurde [162, 163]

und der, möglicherweise über PKC- und PXR-Signaltransduktionswege, zu einer 

Reduktion der Mrp3-mRNA-Expression in unseren Experimenten geführt hat. Bei 

Denervation der Nieren würde eine möglicherweise reduzierte PKC-Aktivität entweder 

Folge der weniger aktivierten Signaltransduktionswege des sympathischen Nervensystems 

über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder Folge des verminderten oxidativen Stresses im 

Nierengewebe sein und zu einem erhöhten renalen kortikalen Mrp3-mRNA-Gehalt führen. 

Dieser Mechanismus, der den Einfluss der PKC- und PXR-Signaltransduktionswege auf 

den Mrp3-mRNA-Gehalt beschreibt, ist sehr spekulativ und muss durch weitere 

Experimente überprüft werden. Außerdem bleibt die Frage offen, warum nur die Höhe der

Mrp3-mRNA-Gehalte durch die Denervation verändert war, da sich responsive Elemente 

für PXR in den Protomotorregionen aller drei Gene der untersuchten Transporter befinden 

[52].
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4.2. Die Rolle des renalen Mrp2 bei der akuten CsA-induzierten 

Nephrotoxizität

CsA wird nach Organtransplantationen eingesetzt und vermindert die 

Transplantatabstoßung [100]. Akute Auswirkungen einer CsA-Behandlung auf die 

Nierenfunktion können eine reduzierte GFR und ein erhöhter vaskulärer Widerstand sein

[101, 102]. Untersuchungen zeigten, dass die veränderte renale Hämodynamik 

wahrscheinlich auf ein Ungleichgewicht zwischen verschiedenen vasoaktiven Substanzen

zurückzuführen ist [95]. Außerdem ist bekannt, dass CsA im Gewebe zur erhöhten Bildung 

von ROS führt [105-107]. Neben den akuten Auswirkungen von CsA auf die 

Nierenfunktion und die Bildung von ROS können bei langfristiger Behandlung mit CsA 

auch stukturelle Veränderungen der Niere auftreten, die zur chronischen CsA-Nephropathie 

beitragen. Diese strukturellen Veränderungen umfassen eine tubuläre Atrophie, eine 

interstitielle Fibrose und eine glomeruläre Sklerose [100].

CsA wird hauptsächlich in der Leber metabolisiert und über die kanalikuläre Membran der 

Hepatozyten in die Galle ausgeschieden [170]. Im Nierengewebe kann es zu einer 

Akkumulation von CsA kommen, was die erhöhte Anfälligkeit der Niere für CsA-Toxizität 

verglichen mit anderen Organen erklären kann [95, 121]. Die Sekretion von CsA im 

proximalen Tubulus der Niere findet hauptsächlich über Mdr1 und Mrp2 statt [118-120]. 

Die Rolle des CsA-Transporters Mdr1 bei der chronischen CsA-induzierten Nephropathie

wurde in Tierexperimenten und klinischen Studien untersucht [123, 171, 172]. Es wurde 

ein erhöhter renaler Mdr1-Proteingehalt bei akut CsA-behandelten Ratten gefunden [124]. 

Bei Patienten wurde nach Biopsien von Nierentransplantaten eine Korrelation zwischen 

einem niedrigen renalen Mdr1-Proteingehalt und der Häufigkeit einer CsA-Nephrotoxizität 

nachgewiesen [123]. Außerdem wurde in genetischen Assoziationsstudien eine statistisch 

signifikante Korrelation zwischen einem SNP im Mdr1-Gen des Nierenspenders (ABCB1 

3435CàT) und dem Auftreten einer chronischen CsA-Nephrotoxizität nachgewiesen

[125]. Die Rolle von Mrp2 bei der CsA-induzierten Nephrotoxizität wurde bisher noch 

nicht untersucht. Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe belegen eine erhöhte 

Expression renaler kortikaler antioxidativer Proteine in Mrp2-defizienten Nieren im 

Vergleich zu Wildtypnieren [31]. Dieser Befund lässt auf eine Aktivierung zellulärer 

antioxidativer Mechanismen bei renaler Mrp2-Defizienz schließen, die auf der 

Akkumulation von Substanzen beruhen kann [31]. In der vorliegenden Arbeit wurde die 

Hypothese getestet, dass nierenspezifisches Fehlen von Mrp2 die akute CsA-induzierte 
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Nephrotoxizität aufgrund einer erhöhten metabolischen und oxidativen Belastung der Niere 

verstärkt.

Für die Untersuchung der Rolle von Mrp2 bei der CsA-Nephrotoxizität wurden 

Transplantationen durchgeführt, um eine nierenspezifische Mrp2-Defizienz zu erzeugen. In 

unserem Experiment wurden zwei kongene Rattenstämme verwendet, bei denen sich der 

genetische Hintergrund und damit auch der Histokompatibilitätskomplex, verifiziert durch 

markergestützte Züchtung, nicht unterschieden [31]. Eine immunulogische Abstoßung der 

Nierentransplantate trat daher nicht auf, was bereits in einer früheren 

Transplantationsstudie an diesen Ratten gezeigt werden konnte [31]. Somit konnten 

störende Einflüsse einer Transplantatabstoßung ausgeschlossen werden. Im Experiment 

wurde CsA sowohl in einer niedrigen Dosis (10 mg*kg

-1

*d

-1

), die als ausreichend für die 

Immunsuppression gilt, als auch in einer hohen Dosis (30 mg*kg

-1

*d

-1

), die als stark 

nephrotoxisch gilt, eingesetzt [109, 126], um die Effekte der CsA-Behandlung differenziert 

zu charakterisieren. Die Dauer der Behandlung von einer Woche wurde gewählt, um die 

akuten Auswirkungen zu untersuchen. Nach einwöchiger CsA-Behandlung war das 

Körpergewicht trotz gleicher Futteraufnahme bei Ratten mit hoher CsA-Dosis im Vergleich 

zu den andern Gruppen verringert, was auf die Toxizität der hohen CsA-Dosis hindeutet. In

nachfolgenden Experimenten unserer Arbeitsgruppe mit dem gleichen Versuchsdesign 

wurden nach einwöchiger CsA-Behandlung bei hoher Dosis eine Reduktion der GFR 

nachgewiesen [173], die unabhängig von der renalen Mrp2-Defizienz war und eine 

Einschränkung der Nierenfunktion durch die hohe CsA-Dosis belegt.

Die Blut-CsA-Konzentrationen waren nach der Behandlung mit der hohen CsA-Dosis 

höher als nach Behandlung mit der niedrigen CsA-Dosis. Die renale Mrp2-Defizienz hatte 

keinen Einfluss auf die Blut-CsA-Konzentrationen. Da durch die Transplantation eine 

ausschließlich renale Mrp2-Defizienz erzeugt wurde, ist eine Störung des hepatischen CsA-

Transports, der die systemische Verteilung von CsA maßgeblich beeinflusst,

unwahrscheinlich. Die Blut-CsA-Konzentrationen der behandelten Tiere stimmen mit 

publizierten Daten einer anderen Arbeitsgruppe überein [174]. 

Zudem wurde im Transplantatgewebe ein dosisabhängiger Anstieg der CsA-Konzentration 

gemessen, welcher von der renalen Mrp2-Defizienz unabhängig war [173]. 

Eine durch die CsA-Behandlung ausgelöste Niereninsuffizienz konnte anhand der

gemessenen Plasma-Kreatininkonzentrationen ausgeschlossen werden. Dennoch liegt eine 
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Einschränkung der Nierenfunktion vor, welche durch die reduzierte GFR beschrieben 

wurde.

4.2.1. Effekte der CsA-Behandlung auf das mRNA-Profil bei Wildtypnieren

Der Einfluss der CsA-Behadnlung auf die Expression von Genen, die mit Apoptose, 

Zellzyklusarrest und Zellproliferation, Reparaturmechanismen und Inflammation 

zusammenhängen, wurde anhand eines PCR-Arrays untersucht. 

Die hohe CsA-Dosis führte zu einem Anstieg des TNF-R1a-mRNA-Gehalts. Der Ligand 

von TNF-R1a ist TNF-α, dessen Bindung die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NfκB 

und somit eine Apoptose induzieren oder eine Inflammation bewirken kann [175]. NfκB1 

kann weiterhin die Expression von Genen beeinflussen, die für Proteine mit verschiedenen 

biologischen Funktionen kodieren. So werden neben der Immunantwort und der 

Apoptoseinduktion auch die Regulation der Zelldifferenzierung, des Zellwachstums und 

der Tumorgenese durch NfκB1 beeinflusst [175]. Die cytosolische Inhibitordomäne von 

NFkB ist NfκBIα. Die CsA-Behandlung führte zu einem dosisabhängigen Anstieg der 

renalen kortikalen NfκB1- und NfκBIα-mRNA-Gehalte und zu einem Anstieg des renalen 

kortikalen Caspase-8-mRNA-Gehalts. Die Caspase 8 ist eine dem TNF-R1a 

nachgeschalteten Initiator-Caspase des programmierten Zelltods und der erhöhte Caspase-

8-mRNA-Gehalte trat nur bei der hohen CsA-Dosis auf, was ein Anzeichen für 

Nephrotoxizität bei dieser Dosis ist.

Je nach Art der Aktivierung des Immunsystems (pro- oder anitinflammatorisch) kann es zur 

Ausschüttung unterschiedlicher Cytokine kommen [176]. Der renale kortikale Il-6-mRNA-

Gehalt war nach CsA-Behandlung dosisbahängig höher als nach Scheinbehandlung.

Außerdem führte die CsA-Behandlung zu einem Anstieg der renalen kortikalen Ccl3-, 

Ccl4- und Ccl10-mRNA-Gehalte. Ccl3, Ccl4 und Ccl10 sind Chemokine, welchen eine 

proinflammatorische Immunantwort fördern [177]. Ccl10 kann zum Beispiel durch

Interferon-γ in Monozyten, Fibroblasten und Endothelzellen induziert werden [178]. Die 

erhöhten mRNA-Gehalte können durch Infiltration von Immunzellen in die Niere oder 

durch Genexpressionsinduktion in renalen Zellen verursacht worden sein. Histologische 

Untersuchungen des Transplantatgewebes in weiterführenden Untersuchungen unserer 

Arbeitsgruppe zeigten eine eher niedrige Infiltrationsrate von Immunzellen (vor allem 

Granulozyten) in den histologischen Präperaten aller Gruppen. 
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Die CsA-Behandlung führte dosisabhängig zu veränderten mRNA-Gehalten, deren Gene 

beim Zellzyklus den Übergang von der G1- zur M-Phase regulieren. Im Vergleich zur 

Scheinbehandlung fanden sich bei CsA-Behandlung reduzierte renale kortikale Cyclin D1-

mRNA-Gehalte und erhöhte renale kortikale Cdkn1a-mRNA-Gehalte. Eine reduzierte 

Aktivität von Cyclin D1 und Cdkn1a fördert einen Zellzyklusarrest in der G1/G0-

Zellzyklusphase. Darüber hinaus führte die CsA-Behandlung zu einem dosisabhängigen 

Anstieg des renalen kortikalen Tp53-mRNA-Gehalts. In einer Studie einer anderen

Arbeitsgruppe induzierte CsA die Seneszenz renaler Tubuluszellen (HK-2-Zellkultur) 

[179]. Diese Seneszenz in renalen Tubuluszellen trat zusammen mit einem erhöhten 

Cdkn1a-mRNA-Gehalt und einer erhöhten Tp53-Phosphorylierung auf [179]. In weiteren 

Studien wurde die Seneszenz-induzierende Wirkung der CsA-Behandlung in Endothel-

bzw. Tubulusepithelzellen bestätigt [180, 181].

Beim größten Teil der veränderten mRNA-Gehalte, die mit Apoptose, Inflammation, 

Wachstumsarrest und Proliferation zusammenhängen, war eine dosisabhängige Induktion 

durch CsA zu erkennen, was auf einen nephrotoxischen Einfluss von CsA auf die 

Transplantate hinweist. Oft traten signifikante Unterschiede erst bei der höheren CsA-Dosis

auf, was auf eine Zunahme der Nephotoxizität bei höherer CsA-Dosis im Vergleich zur 

nierdrigeren deutet.

Die mikrosomalen Cytochrom-P450-Oxidasen übertragen durch Hydroxylierungs-

reaktionen Elektronen auf molekularen Sauerstoff [64]. Dadurch tragen sie zur Biosynthese 

von Steroidhormonen und Arachidonsäurederivaten sowie zur Phase-I-Biotransformation

bei. CsA wird zum größten Teil in der Leber von den Cytochromen der Familie Cyp3 

metabolisiert [170, 182]. Beim Menschen führt die Metabolisierung vorrangig zur Bildung 

von drei Metaboliten (M-17, M-1, M-21), während bei Ratten vor allem M-1 und M-17 

gefunden wurden [170, 182]. Der renale kortikale Cyp3a11-mRNA-Gehalt unterschied sich 

zwischen den Versuchsgruppen nicht, was auf eine eher untergeordnete Rolle bei der 

Metabolisierung von CsA durch dieses Enzym in der Niere schließen lässt. Die Cyp3-

mRNA-Gehalte anderer Vertreter dieser Familie wurden sowohl in der Niere, als auch in 

der Leber, wo die Metabolisierung von CsA eine größere Rolle spielt, nicht gemessen.

Die Enzyme der Cyp4-Familie sind Fettsäure-omega-Hydroxylasen, welche die Oxidation 

von Steroiden, Fettsäuren und Xenobiotika katalysieren, bei der als Nebenprodukt 

Wasserstoffperoxid anfällt [183]. Bei den CsA-behandelten Tieren waren die renalen 

kortikalen Cyp4a1- und Cyp4a3-mRNA-Gehalte höher als bei scheinbehandelten Tieren. 
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Die Induktion der Genexpression dieser Cytochrome kann zu erhöhtem Proteingehalt und 

damit auch zu erhöhter Enzymaktivität führen, was die vermehrte Bildung von 

Wasserstoffperoxid nach sich zieht und möglicherweise zu dem erhöhten oxidativen Stress 

beiträgt, der in den CsA-behandelten Transplantaten nachgewiesen wurde.

Die Cholesterol-7-α-Hydroxylase (Cyp7a1) ist das Schlüsselenzym der Synthese von 

Gallensäuren aus Cholesterol und spielt in der Leber eine größere Rolle als in der Niere. 

Weder die CsA-Behandlung noch die renale Mrp2-Defizienz hatten einen Einfluss auf den 

renalen kortikalen Cyp7a1-mRNA-Gehalt. Bei Patienten mit primärer biliärer Zirrhose im 

Endstadium und einer unzureichenden Elimination von Gallensäuren wurde ein, verglichen 

mit gesunden Kontrollen, reduzierter Cyp7a1-mRNA-Gehalt gefunden [184]. Auch in der 

Niere ist eine Induktion der Genexpression durch akkumulierte Substanzen vorstellbar. In 

der vorliegenden Studie könnten die unveränderten mRNA-Gehalte auf eine 

unproblematische Eliminierung organischer Ionen auch bei den Tieren mit renaler Mrp2-

Defizienz hinweisen.

Die mikrosomalen Flavinmonooxygenasen (Fmo1, Fmo4 und Fmo5) katalysieren die 

Oxidation von nukleophilen Heteroatomen bei Xenobiotika [185]. Die renalen kortikalen 

Fmo5-mRNA-Gehalte waren in den CsA-behandelten Transplantaten höher als in den 

scheinbehandelten Transplantaten. Die Induktion der Fmo5 könnte Ausdruck einer 

erhöhten metabolischen Belastung durch die CsA-Behandlung sein.

Insgesamt deuten die CsA-Dosis-abhängigen Erhöhungen der renalen kortikalen mRNA-

Gehalte von Enzymen der Phase-I-Biotransformation auf eine erhöhte metabolische 

Belastung durch CsA-Behandlung hin. Ob der erhöhte metabolische Stress direkt auf CsA 

oder auf die Akkumulation von Mrp2-Substraten aufgrund der Hemmung des Mrp2-

abhängigen Transports zurückgeführt werden kann, ist unklar.

4.2.2. Effekte der CsA-Behandlung auf das mRNA-Profil bei Mrp2-defizienten 

Nieren

Die renale Mrp2-Defizienz führte zu einer Reduktion der renalen kortikalen Ccl3- und 

Ccl4-mRNA-Gehalte in den Nierentransplantaten, währenddessen führte die CsA-

Behandlug zu einem Anstieg der renalen kortikalen Ccl3- und Ccl4-mRNA-Gehalte. Die 

durch die Mrp2-Defizienz reduzierte Induktion der Chemokinexpression in den 
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Nierentransplantaten trägt möglicherweise zu einer verminderten proinflammatorischen 

Immunantwort bei. Außerdem war der renale kortikale Csf2-mRNA-Gehalt, unabhängig 

von der CsA-Behandlung, bei den renal Mrp2-defizienten Tieren niedriger als bei den 

Wildtyptieren. Csf2 wird von Immunzellen sezerniert und trägt als Teil einer 

proinflammatorischen Kaskade zur Differenzierung von myeloischen Vorläuferzellen zu 

Granulozyten und Monozyten bei [186]. In der Literatur gibt es keinen Hinweis auf einen 

direkten Zusammenhang zwischen renalem Mrp2 und Csf2, doch die reduzierten Csf2-

mRNA-Gehalte in den Mrp2-defizienten Nieren könnten, wie die reduzierten Chemokin-

mRNA-Gehalte, Ausdruck einer reduzierten proinflammatorischen Immunantwort sein.

In den Transplantaten mit nierenspezifischer Mrp2-Defizienz war der renale kortikale 

Arylhydrocarbonhydroxylase (Cyp1a1)-mRNA-Gehalt, unabhängig von der CsA-

Behandlung, höher als in den Wildtyptransplantaten. Weiterhin waren der renale kortikale 

Gxp-2-mRNA-Gehalt und der Ugt1a6-mRNA-Gehalt bei den CsA-behandelten Tieren 

höher als bei den scheinbehandelten Tieren und bei Mrp2-defizienten Tieren höher als bei 

Wildtyptieren. Die Genexpression von Cyp1a1 kann durch den Liganden-aktivierten 

Transkriptionsfaktor Arylhydrocarbon-Rezeptor (AhR) induziert werden, indem das 

entsprechende responsive Element AhRE (auch: XRE für xenobiotisches responsives 

Element) gebunden wird [48, 187]. Dieser Mechanismus wurde in Hepatozyten der Maus 

nachgewiesen [188]. In einem der beiden Promotoren der Ugt1a6 (P1) befindet sich 

ebenfalls ein AhRE, was eine koordinierte Induktion der Ugt1a6- und der Cyp1a1-

Genexpression durch die Aktivierung des AhR ermöglicht [189, 190]. An AhR können eine 

Vielzahl von Substanzen binden, zu denen auch Bilirubin zählt [188]. Es ist bekannt, dass

die systemische Mrp2-Defizienz zu einer Hyperbilirubinämie führt [28]. Durch die renale 

Mrp2-Defizienz in unserem Experiment könnte Bilirubin in der Niere akkumulieren und so 

die Cyp1a1-Genexpression induzieren. Ob die Ugt1a6 (neben der Ugt1a1) bei der 

Glucuronierung von Bilirubin eine Rolle spielt, ist nicht bekannt. In früheren 

Transplantationsstudien unserer Arbeitsgruppe wurde bei Wildtypempfängern eine vom 

Genotyp des Transplantats unabhängige Bilirubinausscheidung gemessen, wobei sich die 

Bilirubinglucuronidkonzentrationen im Plasma nicht unterschieden [31]. Obwohl ein 

direkter Rückschluss von der Bilirubinausscheidung und -plasmakonzentration auf die 

Gewebekonzentrationen nicht möglich ist, spricht die unveränderte renale 

Bilirubinausscheidung eher gegen eine Bilirubinakkumulation in der Niere.
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Für die mögliche lokale Akkumulation von Bilirubin durch die CsA-Behandlung spricht 

die Induktion der Hämoxygenase (HO-1). Bilirubin entsteht durch den Abbau von Häm zu 

Biliverdin durch die Hämoxygenase-1 (HO-1) unter Freisetzung von Kohlenmonoxid und 

freiem Eisen [191]. Biliverdin wird anschließend zu Bilirubin reduziert, welches selbst ein 

starkes Antioxidanz ist [115, 192]. Die Induktion der Genexpresion der HO-1 kann zu 

einem erhöhten Proteingehalt führen, der eine erhöhte HO-1-Enzymaktivität nach sich 

ziehen kann und damit eine erhöhte Bilirubinkonzentration fördert. In der vorliegenden 

Arbeit waren die renalen kortikalen HO-1-mRNA-Gehalte in den Wildtyptransplantaten 

nach CsA-Behandlung signifikant höher als bei der Scheinbehandlung.

Eine Induktion der Expression in den Transplantaten mit renaler Mrp2-Defizienz wurde 

nicht beobachtet, was allerdings gegen eine Akkumulation von Bilirubin im Mrp2-

defizienten Gewebe durch erhöhte HO-1-Aktivität spricht. Die nach CsA-Behandlung im 

Vergleich zur Scheinbehandlung erhöhten renalen kortikalen HO-1-mRNA-Gehalte 

wurden auch in einer in-vitro-Studie einer anderen Arbeitsgruppe gefunden [193]. Dabei 

konnte eine Nrf2-abhängige Induktion der HO-1-Genexpression nach 48-stündiger CsA-

Behandlung in Tubulusepithelzellen der Niere nachgewiesen werden [193]. Die Induktion 

der HO-1 bei verstärkter oxidativer Belastung durch eine CsA-Behandlung könnte ein 

Ausdruck für die Aktivierung antioxidativer Abwehrmechanismen sein.

Die cytosolische Gpx2 enthält in der katalytischen Gruppe ein Selenocystein, das die 

Oxidation von reduziertem Glutathion vermittelt [194]. Sowohl die CsA-Behandlung als 

auch die renale Mrp2-Defizienz führten zu einer Erhöhung des renalen kortikalen Gpx2-

mRNA-Gehalts. Im PCR-Array wurde außerdem der mRNA-Gehalt der ubiquitär 

exprimierten cytosolischen Gpx1 gemessen, bei dem keine Unterschiede zwischen den 

Gruppen auftraten. Die Gpx2 kommt bei Nagern vor allem im Intestinaltrakt vor [195]. Zur 

renalen Expression der Gpx2 gibt es kontroverse Befunde. In einer Studie konnte der 

positive Nachweis von Gxp2-mRNA im Gewebe humaner und muriner Nieren nicht 

erbracht werden [195]. Im Nierengewebe von Mäusen wurde Gpx2-mRNA nachgewiesen 

[196]. Aufgrund der uneindeutigen Datenlage zur renalen Gpx2-Expression wurde in der 

vorliegenden Arbeit das Gpx2-PCR-Produkt sequenziert und als Gpx2-mRNA (Ratte) 

identifiziert. 

Die renale kortikale Gpx2-Genexpression könnte in der vorliegenden Arbeit bei den CsA-

behandelten Tieren durch den Transkriptionsfaktor Nrf2 induziert worden sein, der bei 
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erhöhtem oxidativem Stress die Gpx2-Genexpression und die Expression anderer 

antioxidativer Enzyme induzieren kann [197]. Um die Bedeutung des veränderten renalen 

kortikalen Gpx2-mRNA-Gehalts weiter zu untersuchen, wurde die renale kortikale Gpx-

Enzymaktivität in den Transplantaten gemessen. Dabei hatten die CsA-Behandlung und die 

renale Mrp2-Defizienz keinen Einfluss auf die renale kortikale Gpx-Enzymaktivität. Somit 

haben die veränderten Gpx2-mRNA-Gehalte keine Auswirkungen auf die renale kortikale 

Gpx-Enzymaktivität.

4.2.3. Redoxstatus des Nieren- und Lebergewebes

Glutathion, das intrazellulär zum größten Teil in seiner reduzierten Form vorliegt, ist, unter 

anderem in der Niere, das bedeutsamste nicht-proteinische reduzierende Thiol [161]. Das 

Gleichgewicht zwischen reduziertem und oxidiertem Glutathion ist von der 

Glutathionperoxidase- und der Glutathionreduktaseaktivität abhängig und die 

Konzentration des Gesamtglutathions wird über die Synthese, den Abbau und die 

Ausscheidung von Glutathion reguliert [161]. Dabei findet der Efflux von oxidiertem 

Glutathion auch durch den Transport über Mrp-Proteine statt [198]. Durch renale Defizienz 

eines der Transportmechanismen kann ein erhöhter Glutathionquotient bei CsA-

Behandlung entstehen, da oxidativer Stress durch CsA-Behandlung in der Niere verursacht 

wird [106, 109, 114] und auch in der vorliegenden Studie nachgewiesen wurde. Allerdings 

hatte die renale Mrp2-Defizienz keinen statistisch signifikanten Effekt auf den 

Gluathionquotienten.

Im Inter-Organ-Metabolismus zwischen Niere und Leber wird Glutathion hauptsächlich 

von der Leber synthetisiert und über die Niere ausgeschieden [199]. Dabei wird Glutathion 

über die basolaterale Membran der Hepatozyten ins Plasma sezerniert und zur Niere 

transportiert und steht dort für Redoxreaktionen und als Cysteinquelle zur Verfügung [161, 

199]. In der vorliegenden Studie hatte weder die CsA-Behandlung noch die renale Mrp2-

Defizienz einen Einfluss auf die Gesamtglutathionkonzentration und den Glutathion-

quotienten im Lebergewebe. Bei systemischer Mrp2-Defizienz ist der hepatische apikale 

Transport von Glutathion gestört und der intrazelluläre Glutathiongehalt in der Leber steigt 

an [200]. Bei den transplantierten Tieren dieser Arbeit war die Mrp2-Defizienz auf die 

Niere beschränkt, was die unveränderten Glutathiongehalte in der Leber erklären kann.
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4.2.4. Superoxid im Nieren- und Lebergewebe

Um enzymatische Ursachen des erhöhten oxidativen Stresses nach CsA-Behandlung im 

Vergleich zur Scheinbehandlung zu untersuchen, wurden Aktivitäten von Enzymen, welche 

die Bildung und den Abbau von Superoxid katalysieren, bestimmt. Im Kortexgewebe der 

Nierentransplantate war die renale kortikale Nox-Aktivität bei den CsA-behandelten Tieren 

niedriger als bei den scheinbehandelten Tieren, unabhängig von der renalen Mrp2-

Defizienz. Dieser Befund steht im Kontrast zu Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, die 

eine CsA-Dosis-abhängige Nox-Enzymaktivität gemessen hatten [201, 202]. In

Endothelzellkulturen war die Nox-Aktivität durch akute CsA-Zugabe erhöht [201]. In 

Nierentubulusepithelzellen wurde ein erhöhter Nox2-mRNA-Gehalt nach 4-stündiger CsA-

Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Zellen nachgewiesen [202]. Im Unterschied 

dazu gibt es Studien an glatten Muskelzellen, bei denen die Nox und die Xanthinoxidase 

(Xo) als mögliche Quelle der CsA-vermittelten Superoxidbildung ausgeschlossen wurden

[203]. Die Nox spielt eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunabwehr gegen 

Pathogene, bei der die Superoxidbildung in Granulozyten bei Freisetzung des Superoxids 

zum oxidativen Burst führt [137]. Es wurde nachgewiesen, dass die Nox-Aktivität in 

humanen Neutrophilen- und Monozytenpräparationen durch CsA gehemmt werden kann

[204, 205]. In unserem Experiment wurde der gesamte Nierenkortex als Gewebehomogenat 

verwendet. Somit könnte die Reduktion der renalen kortikalen Nox-Aktivität nach CsA-

Behandlung im Vergleich zu der Scheinbehandlung ein Resultat verschiedener Zelltypen 

wie Endothelzellen und Muskelzellen der Blutgefäße, Tubulusepithelzellen oder 

Immunzellen sein. 

Ein möglicher Mechanismus der Hemmung der Nox-Aktivität könnte in einer reduzierten 

Assemblierung der Nox liegen. In Immunzellen wird die Assemblierung der Untereinheiten 

durch eine membranständige GTPase (Rac2) aktiviert [206]. CsA ist in der Lage, die 

Translokation von Rac2 in humanen Neutrophilen zu hemmen [207]. In renalen 

Epithelzellen, welche Rac1 exprimieren [208, 209], könnte dieser Rac-ahängige 

Mechanismus die Reduktion der Nox-Aktivität im Nierenhomogenat erklären. Bislang gibt 

es keine Erkenntnisse über die Hemmung der Rac1-abhängigen Nox-Assemblierung durch 

CsA in Epithelzellen der Niere.

Darüber hinaus kann auch die CsA-Dosis-abhängige Erhöhung des HO-1-mRNA-Gehalts, 

die im Rahmen des PCR-Arrays gemessen wurde, einen Einfluss auf die Nox-Aktivität 
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haben. Bei erhöhtem Abbau des Häms durch die HO-1 sinkt dessen Bioverfügbarkeit für 

die Nox, welche Häm als prosthetische Gruppe enthält [210]. Für eine von der Nox-

Genexpression unabhängige Beeinflussung der Nox-Aktivität sprechen die unveränderten 

renalen kortikalen Nox-mRNA-Gehalte.

Die Xo als weitere mögliche Quelle der Superoxidbildung aus Peroxisomen, kommt bei 

Säugetieren in zwei interkonvertierbaren Zuständen vor, der Xo und der 

Xanthindehydrogenase (Xdh) [211]. Beide katalysieren die Reaktion von Xanthin zu Urat 

im Rahmen des Nukleinsäureabbaus [212]. Bei der Xo ist der Elektronenakzeptor 

Sauerstoff, bei der Xdh ist es hauptsächlich NAD

+

[212]. Die Bildung von ROS wie 

Superoxid und Wasserstoffperoxid wird vor allem durch die Xo-Isoform katalysiert [212]. 

Die renale kortikale Xo-Aktivität unterschied sich in unserem Experiment in den 

Nierentransplantaten zwischen den Versuchsgruppen nicht signifikant. Dieser Befund steht 

im Kontrast zu Studien bei Ratten, die eine erhöhte Xo-Aktivität nach CsA-Behandlung für 

10 oder 21 Tage (25 mg*kg

-1

) im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen beschrieben 

[111, 112]. Die Umwandlung der Xdh- in die Xo-Isoform wird durch Sauerstoffmangel 

gefördert und würde so die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies erhöhen [213]. Da sich die 

Xo-Enzymaktivitäten zwischen den Gruppen in der vorliegenden Studie nicht 

unterschieden, ist ein Zusammenhang mit der durch CsA-Behandlung potentiell 

auftretenden Ischämie nicht nachweisbar.

In der Leber war die Xo-Aktivität nach CsA-Behandlung dosisabhängig niedriger als nach 

Scheinbehandlung. Dies steht wahrscheinlich nicht im Zusammenhang mit der 

Superoxidbildung im Gewebe, da der Glutathionquotient im Lebergewebe nach CsA-

Behandlung nicht höher war als nach Scheinbehandlung. In der Literatur sind bislang keine 

Studien bekannt, bei denen eine Verringerung der Xo-Aktivität durch CsA-Behandlung 

gefunden wurde.

Die Sod-Isoformen katalysieren den Abbau von Superoxid zu Wasserstoffperoxid. Die 

renalen kortikalen Sod-Aktivitäten waren in den Nierentransplantaten und in der Leber 

jeweils ähnlich hoch. In einer klinischen Studie wurde eine reduzierte renale Sod-Aktivität 

in humanen CsA-behandelten Nierentransplantaten im Vergleich zu nicht transplantiertem

Nierengewebe nachgewiesen [114]. Unterschiede zu der hier vorgestellten Studie könnten 

auf die Transplantation selbst zurückgehen, da in der betreffenden Studie [114] keine 
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transplantierten Placebokontrollen verwendet werden konnten. Die renalen mRNA-

Gehalte, die in dem PCR-Array die cytosolische (Sod1) und die mitochondriale Sod (Sod2) 

erfassten, wiesen keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf.

Mit der Messung der renalen kortikalen Nox-, Xo- und Sod-Aktivitäten sowie der Gpx-

Aktivität in den transplantierten Nieren konnten wichtige Quellen des CsA-verursachten 

erhöhten oxidativen Stresses ausgeschlossen werden. Eine weitere mögliche CsA-

induzierte Superoxidquelle sind die Enzyme der Atmungskette [117]. Es wird 

angenommen, dass CsA indirekt mitochondriales Cytochrom c freisetzt, welches wiederum 

Caspasen aktiviert und in einer positiven Feedbackschleife das transmembranale Potenzial 

der Mitochondrien stört sowie die Produktion von Superoxid fördert [117]. Dieser 

Mechanismus wird durch die, in dieser Arbeit nachgewiesene, Erhöhung des renalen 

kortikalen Caspase-8-mRNA-Gehalts nach CsA-Behandlung bestätigt. Eine Messung der 

mitochondrialen Superoxidbildung aus dem Nierengewebe war in der vorliegenden Arbeit 

nicht möglich, da bei der notwendigen Gewebehomogenisation zur Erschließung der 

Enzymkomplexe der Atmungskette die Integrität der mitochondrialen Membranen, die auf 

die Enzymaktivität einen entscheidenden Einfluss hat, nicht gewährleistet werden konnte.

4.2.5. Schlussfolgerung zur Rolle von Mrp2 bei der CsA-induzierten 

Nephrotoxizität

In diesem Experiment wurde eine geringe Bedeutung des renalen Mrp2 in der CsA-

induzierten Nephrotoxizität nachgewiesen. Durch die Behandlung mit CsA wurde 

dosisabhängig ein erhöhter renaler kortikaler mRNA-Gehalt apoptotischer, 

inflammatorischer und dem Zellzyklusarrest zugehöriger Proteine im Vergleich zur 

Scheinbehandlung festgestellt. Außerdem erhöhte die CsA-Behandlung die renalen 

kortikalen mRNA-Gehalte von Genen, welche mit oxidativem und metabolischem Stress 

assoziiert sind. Die CsA-Behandlung führte im Vergleich zur Scheinbehandlung zu 

erhöhtem oxidativem Stress, der durch die nierenspezifische Mrp2-Defizienz bei hoher

CsA-Dosierung nicht statistisch signifikant erhöht war. Wichtige enzymatische Quellen 

einer vermehrten Superoxidbildung konnten als Ursache für einen erhöhten CsA-

vermittelten renalen oxidativen Stress ausgeschlossen werden. Vermutlich akkumulierten

durch die renale Mrp2-Defizienz elektrophile Substanzen im Nierentransplantatgewebe, 
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was den erhöhten oxidativen Stress bei der hoch-dosierten CsA-Behandlung im Vergleich 

zu der Scheinbehandlung erklärt. 

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2 durch oxidativen Stress kann eine Reihe 

antioxidativer Proteine induzieren und den erhöhten renalen kortikalen Gxp2-mRNA-

Gehalt in den CsA-behandelten Transplantaten im Vergleich zu scheinbehandelten 

Transplantaten erklären. Eine möglicherweise erhöhte Konzentration endogener

Substanzen wie Bilirubin durch CsA-Behandlung oder renale Mrp2-Defizienz kann den

Transkriptionsfaktor AhR aktivieren [188]. Hierfür sprechen die erhöhten mRNA-Gehalte

von Cyp1a1 und der Ugt1a6, die beide ein responsives Element für AhR in der 

Promotorregion tragen und durch Bilirubin induzierbar sind [187, 189]. Die beiden 

Proteine stellen jeweils einen Vertreter der Phase I (Cyp1a1) und der Phase II (Ugt1a6)-

Biotransformationsenzyme dar.

Bei der Biotransformation spielen die Effluxtransporter (Phase III) eine große Rolle. In 

unserer Arbeitsgruppe wurde in weiterführenden Experimenten der Mdr1-Proteingehalt

untersucht. Dabei zeigte sich ein CsA-induzierter erhöhter Mdr1-Proteingehalt im 

Vergleich zu den scheinbehandelten Kontrollen, der bei renaler Mrp2-Defizienz zusätzlich

statistisch signifikant erhöht war [173]. Die Induktion von Mdr1 durch die Mrp2-Defizienz 

zeigt, dass der Transport von CsA durch Mdr1 wahrscheinlich der wichigere Weg für die 

CsA-Elimination ist und erklärt die relativ geringen Effekte der renalen Mrp2-Defizienz 

auf die untersuchten Parameter. Die protektive Kompensation durch Mdr1 kann die geringe

Bedeutung der renalen Mrp2-Defizienz bei CsA-Nephrotoxizität erklären und zeigt die 

Effizienz der Organisation von Enzymen und Effluxtransportern bei der Eliminierung 

organischer Ionen. Gleichzeitig machen es solche Redundanzen des Systems umso 

schwieriger, diese Fragestellungen in vivo zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Das Zusammenspiel von Transportproteinen in den Nieren, der Leber und im Intestinaltrakt 

ist notwendig für die effiziente Elimination von potentiell giftigen Metaboliten und die 

Erhaltung von essentiellen Metaboliten für den Organismus. Der Nierentubulus ist 

aufgrund der hohen transepithelialen Transportraten oft mit toxischen Substanzen 

konfrontiert. Dabei spielen die Effluxmechanismen der Multidrug Resistance-related 

Proteine (Mrp) eine wichtige Rolle in der Absorption, Verteilung und Elimination von 

endogenen und xenobiotischen Substanzen und leisten damit einen wichtigen Beitrag zum 

Schutz der Niere vor Schäden durch toxische Stoffe. In den Epithelzellen des 

Nierentubulus sind Mrp2 (Abcc2) und Mrp4 (Abcc4) apikal exprimiert während sich Mrp3 

(Abcc3) in der basolateralen Membran befindet. Es gibt Transport- und Expressionsstudien 

über Mrp-Transporter und ihre Bedeutung in der Eliminierung organischer Substanzen. Die

Rolle der Mrp-Transporter in der Regulation des zellulären Redoxstatus ist noch nicht 

aufgeklärt. Die systemische Mrp2-Defizienz induziert die mRNA-Expression antioxidativer 

Proteine in der Niere. Auch die Aktivität des sympathischen Nervensystems ist wichtig für 

die Nierenfunktion. Dabei ist dessen Einfluss auf die Regulation des Elektrolyttransports, 

die Reninsekretion und die renale Hämodynamik bereits gut beschrieben. Der Einfluss der

renalen Innervation auf den Transport organischer Ionen ist bisher kaum untersucht.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Hypothese getestet werden, dass das sympathische 

Nervensystem einen Einfluss auf die Expression und Funktion der Mrp-Transporter hat. 

Zunächst sollte nach renaler Denervation von Lewisratten und kongenen Mrp2-defizienten 

Ratten die Transporterexpression und -funktion von Mrp2 und Mrp4 bestimmt werden. 

Weiterführend sollte als Modell für eine Nierenschädigung die 5/6-Nephrektomie nach drei 

bzw. sieben Wochen beschrieben und der Einfluss der renalen Denervation auf die 

Expression von Mrp2, Mrp3 und Mrp4 bestimmt werden.

Ein anderer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Rolle von Mrp2 bei der zellulären 

Redoxregulation unter nephrotoxischen Bedingungen. Es wurde die Hypothese getestet, 

dass die renale Mrp2-Defizienz eine akute CsA-induzierte Nephrotoxizität verstärkt. Die 

kongene Transplantation von Mrp2-defizienten Nieren auf Wildtypempfänger 

(Lewisratten) erzeugte eine isolierte renale Mrp2-Defizienz. Als Kontrollen dienten

syngene Transplantationen unter Lewisratten. Die Tiere wurden für eine Woche mit CsA in 

einer immunsuppressiv wirkenden Dosis bzw. einer zusätzlich nephrotoxisch wirkenden 

Dosis oder mit einer Placebodiät behandelt.
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Zur Überprüfung der Hypothesen wurde die Transporterfunktion durch Clearance-

Messungen und die Transporterexpression durch Real-time PCR, Western blot und 

Immunhistologie untersucht. Darüber hinaus charakterisierte ein PCR-Array das

nephrotoxisch-veränderte Expressionsmuster. Außerdem wurden Enzymaktivitäten durch 

Lucigenin-verstärkte Chemilumineszenz und fotometrische Enzymaktivitätsassays sowie

die Glutathionkonzentration fotometrisch ermittelt.

Die renale Denervation ohne Reduktion der Nierenmasse hatte keinen Einfluss auf die 

Transporterexpression und -funktion von Mrp2 und Mrp4 in der Niere. Die 5/6-

Nephrektomie führte zu erhöhten Mrp2- und Mrp4-mRNA-Gehalten und zu einem 

reduzierten Mrp3-Proteingehalt im renalen Kortexgewebe. Durch zusätzliche renale 

Denervation bei 5/6-Nephrektomie war der mRNA-Gehalt von Mrp3 signifikant erhöht. 

Bei 5/6-Nephrektomie war nach drei Wochen ein erhöhter Glutathionquotient als Indikator

für oxidativen Stress im Nierengewebe messbar, der durch die renale Denervation

signifikant reduziert wurde. Sieben Wochen nach der Denervation bei 5/6-Nephrektomie 

war die Expression und Lokalisation der Mrp-Transporter nicht verändert. Des Weiteren 

war zu diesem Zeitpunkt der renale Gesamtglutathiongehalt unabhängig von der renalen 

Denervation reduziert. Nach sieben Wochen vermehrt auftretende Hydronephrosen im 

Nierenkortex lassen sich als ein histologisches Anzeichen für einen Nierenschaden deuten.

Die durch CsA-Behandlung höheren mRNA-Gehalte der UDP-Glucuronosyltransferase 

1a6 und der Glutathionperoxidase 2 waren im Falle einer nierenspezifischen Mrp2-

Defizienz zusätzlich erhöht. Dieser Effekt und auch der durch Mrp2-Defizienz erhöhte 

mRNA-Gehalt des Cytochroms 1a1 weisen auf eine erhöhte metabolische und oxidative 

Belastung im Transplantatgewebe durch das Fehlen von Mrp2 bei CsA-induzierter 

Nephrotoxizität hin. Durch die Behandlung mit CsA trat dosisabhängig ein erhöhter

Glutathionquotient im Transplantatgewebe auf. Die nierenspezifische Mrp2-Defizienz 

führte nicht zu einem signifikant erhöhten Glutathionquotienten. Eine mögliche

funktionelle Redundanz anderer renaler Transporter wie Mdr1 könnte den Effekt der 

Mrp2-Defizienz limitieren.

In dieser Arbeit konnte eine mit oxidativem Stress assoziierte Abhängigkeit des mRNA-

Gehalts des basolateralen Transporters Mrp3 vom sympathischen Nervensystem unter 

Reduktion der Nierenmasse nachgewiesen werden. Außerdem verstärkt die renale Mrp2-

Defizienz nicht die akute CsA-induzierte Nephrotoxizität, was möglicherweise auf eine 

kompensatorische Induktion der Glutathionperoxidase 2, der UDP-Glucuronosyl-

transferase 1a6 oder des renalen Transporters Mdr1 zurückgeht.
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10. Anhang

10.1. Streuungen des PCR-Arrays

Die folgende Tabelle 15 enthält die mRNA-Gehalte und deren Standardfehler aller 84 

Zielgene des PCR-Arrays „Stress und Toxizität (Ratte)“ in alphabetischer Reihenfolge. Die 

mRNA-Gehalte der fünf gemessenen potentiellen Haushaltsgene sind am Schluss der 

Tabelle aufgelistet.

Tabelle 15. Relative mRNA-Gehalte und Standardfehler der mRNA-Gehalte des

PCR-Arrays.
Ratio Ex-

pression
Wildtyp-Nieren Mrp2

-/-
-Nieren

Zugangs-

nummer 
in 

GenBank

Bezeichnung
Sym-

bol
Standard-

fehler der 

Ratio Ex-

pression

Place-

bo

10 mg 

CsA

30 mg 

CsA

Place-

bo

10 mg 

CsA

30 mg 

CsA

Ratio 1 1,015 1,536 0,866 1,152 1,479NM_01

3132
Annexin A5 Anxa5

SE 0,194 0,078 0,131 0,056 0,285 0,255

Ratio 1 1,129 1,073 0,965 0,999 1,046XM_23

6275

Ataxia telangiectasia 

mutiertes Homologon
Atm

SE 0,146 0,087 0,068 0,058 0,074 0,071

Ratio 1 1,088 1,071 1,020 1,048 1,075NM_01

7059

Bcl2-assoziiertes X 

Protein
Bax

SE 0,109 0,034 0,038 0,054 0,037 0,054

Ratio 1 1,088 1,000 0,954 0,955 1,054NM_03

1535
Bcl2-like 1 Bcl2l1

SE 0,127 0,096 0,072 0,061 0,083 0,091

Ratio 1 1,104 1,231 1,022 1,091 1,043NM_01

2762
Caspase 1 Casp1

SE 0,176 0,113 0,132 0,085 0,125 0,126

Ratio 1 1,001 1,513 0,981 0,996 1,338NM_02

2277
Caspase 8 Casp8

SE 0,131 0,106 0,086 0,086 0,067 0,158

Ratio 1 0,996 1,228 0,878 1,173 0,808NM_00

100851

3

Chemokin (C-C 

Motif) Ligand 21b
Ccl21b

SE 0,188 0,330 0,311 0,105 0,406 0,127

Ratio 1 1,424 1,418 0,704 1,256 1,137NM_01

3025

Chemokin (C-C 

Motif) Ligand 3
Ccl3

SE 0,146 0,152 0,166 0,048 0,114 0,166

Ratio 1 1,667 1,741 0,872 1,372 1,297NM_05

3858

Chemokin (C-C 

Motif) Ligand 4
Ccl4

SE 0,144 0,208 0,184 0,050 0,168 0,214

Ratio 1 1,138 1,101 1,002 0,994 1,100XM_34

2812
Cyclin C Ccnc

SE 0,127 0,128 0,075 0,097 0,102 0,105

Ratio 1 0,994 0,743 0,912 0,956 0,684NM_17

1992
Cyclin D1 Ccnd1

SE 0,101 0,054 0,060 0,049 0,063 0,074



Anhang
________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________
136

Ratio 1 1,047 1,067 1,110 0,886 1,020NM_01

2923
Cyclin G1 Ccng1

SE 0,135 0,088 0,067 0,131 0,107 0,100

Ratio 1 1,078 1,599 1,045 1,127 1,410NM_08

0782

Cyclin-abhängige 

Kinase Inhibitor 1A
Cdkn1a

SE 0,18 0,204 0,119 0,119 0,170 0,206

Ratio 1 1,117 0,957 1,003 1,056 0,897NM_05

3677

Checkpoint Kinase 2 

Homologon
Chek2

SE 0,127 0,060 0,070 0,049 0,079 0,060

Ratio 1 1,089 0,711 1,056 0,849 0,959NM_01

2935
Crystallin, alpha B Cryab

SE 0,181 0,242 0,054 0,104 0,066 0,138

Ratio 1 1,366 1,654 0,536 0,916 0,697
XM_34

0799

Kolonie-

stimulierender Factor 

2 (Granulozyten-

Macrophagen)

Csf2
SE 0,431 0,323 0,362 0,181 0,235 0,184

Ratio 1 1,182 3,490 1,027 1,140 2,915NM_13

9089

Chemokin (C-C 

motif) Ligand 10
Cxcl10

SE 0,155 0,206 0,325 0,111 0,111 0,560

Ratio 1 0,929 0,954 3,306 1,871 3,664NM_01

2540

Cytochrom P450, 

Familie 1, Subfamilie 

a, Polypeptid 1

Cyp1a1
SE 0,218 0,396 0,271 1,768 0,485 1,712

Ratio 1 0,813 1,523 1,494 1,090 1,582NM_01

2940

Cytochrom P450, 

Familie 1, Subfamilie 

b, Polypeptid 1

Cyp1b

1 SE 0,326 0,215 0,199 0,678 0,427 0,301

Ratio 1 1,899 1,108 1,090 0,863 0,814NM_01

2542

Cytochrom P450, 

Familie 2, Subfamilie 

a, Polypeptid 3a

Cyp2a3

a SE 0,477 0,867 0,595 0,432 0,402 0,367

Ratio 1 0,663 1,385 0,811 1,049 1,356NM_01

7156

Cytochrom P450, 

Familie 2, Subfamilie 

b, Polypeptid 15

Cyp2b

15 SE 0,463 0,481 0,539 0,402 0,856 0,712

Ratio 1 1,239 0,561 1,008 2,763 1,826NM_17

3294
Cytochrom P450 IIB3

Cyp2b

3 SE 0,319 0,342 0,229 0,459 2,488 0,887

Ratio 1 1,282 0,675 0,638 2,248 2,129NM_13

8514
Cytochrom P450 2c13

Cyp2c1

3 SE 0,767 0,605 0,332 0,205 1,892 1,834

Ratio 1 0,861 0,399 0,522 1,079 4,046NM_15

3312

Cytochrom P450, 

Familie 3, Subfamilie 

a, Polypeptid 11

Cyp3a2
SE 0,902 0,375 0,230 0,307 0,875 3,976

Ratio 1 1,311 1,323 1,118 1,318 1,575NM_17

5760

Cytochrom P450, 

Familie 4, Subfamilie 

a, Polypeptid 14

Cyp4a3
SE 0,075 0,163 0,136 0,095 0,121 0,123

Ratio 1 1,412 2,100 1,064 1,174 2,218NM_17

5837

Cytochrom P450, 

Familie 4, Subfamilie 

a, Polypeptid 22

Cyp4a1
SE 0,124 0,101 0,175 0,098 0,186 0,124

Ratio 1 1,267 1,244 1,285 1,354 0,935NM_01

2942

Cytochrom P450, 

Familie 7, Subfamilie 

a, Polypeptid 1

Cyp7a1
SE 0,237 0,089 0,319 0,165 0,393 0,068

Ratio 1 1,254 1,337 1,081 1,068 1,396NM_02

4134

DNA-damage 

inducing transcript 3
Ddit3

SE 0,132 0,058 0,080 0,064 0,066 0,096

Ratio 1 1,129 1,192 1,048 1,064 1,254
NM_02

2934

DnaJ (Hsp40) 

Homologon, 

Subfamilie a, Mitglied 

1

Dnaja1
SE 0,098 0,136 0,058 0,081 0,058 0,059
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Ratio 1 0,961 0,807 0,986 0,839 0,692XM_23

0765

E2F 

Transkriptionsfaktor 1
E2f1

SE 0,137 0,051 0,063 0,085 0,062 0,088

Ratio 1 1,224 2,905 0,920 1,400 2,588NM_01

2551

Early growth response 

1
Egr1

SE 0,168 0,181 0,508 0,042 0,252 0,405

Ratio 1 1,267 1,139 1,043 1,217 1,236NM_02

2936

Epoxidhydrolase 2, 

zytoplasmatisch
Ephx2

SE 0,121 0,076 0,071 0,073 0,098 0,076

Ratio 1 0,965 1,187 0,964 0,862 1,209

XM_21

4833

Excision Repair 

Cross-conplementing 

Rodent Repair 

Deficiency, 

Complementation 

Group 1

Ercc1_

predict

ed SE 0,192 0,080 0,066 0,103 0,071 0,119

Ratio 1 1,050 0,995 0,953 0,927 1,005XM_21

8424

Similar to nucleotide 

excision repair protein 

(LOC308415)

Ercc2
SE 0,109 0,077 0,053 0,085 0,080 0,071

Ratio 1 1,320 0,975 1,049 1,113 1,084NM_01

2792

Flavinmonooxygenase 

1
Fmo1

SE 0,106 0,126 0,076 0,069 0,111 0,094

Ratio 1 1,123 0,910 1,110 0,962 0,993NM_14

4562

Flavinmonooxygenase 

4
Fmo4

SE 0,106 0,169 0,089 0,108 0,083 0,094

Ratio 1 1,026 1,185 0,909 0,882 1,160NM_14

4739

Flavinmonooxygenase 

5
Fmo5

SE 0,094 0,141 0,077 0,049 0,072 0,058

Ratio 1 1,120 1,072 0,939 1,024 1,151NM_02

4127

Growth arrest and 

DNA-damage-

inducible 45 alpha

Gadd4

5a SE 0,096 0,087 0,021 0,048 0,057 0,104

Ratio 1 1,037 0,949 1,013 1,005 0,966NM_03

0826

Glutathionperoxidise 

1
Gpx1

SE 0,132 0,084 0,067 0,057 0,047 0,071

Ratio 1 1,344 2,743 1,323 1,578 3,048NM_18

3403

Glutathionperoxidise 

2
Gpx2

SE 0,077 0,108 0,285 0,097 0,137 0,181

Ratio 1 1,196 0,947 1,141 1,152 1,087NM_05

3906
Glutathionreductase Gsr

SE 0,104 0,090 0,035 0,086 0,074 0,033

Ratio 1 0,966 1,375 0,851 0,946 1,638NM_01

7014

Glutathion S-

transferase, µ 1
Gstm1

SE 0,156 0,082 0,189 0,059 0,079 0,231

Ratio 1 0,846 0,583 1,032 0,817 0,743NM_03

1154

Glutathion S-

transferase, µ Typ 1
Gstm3

SE 0,109 0,075 0,043 0,056 0,084 0,045

Ratio 1 1,040 1,923 1,094 1,861 1,437NM_01

2580
Hämoxygenase 1 Hmox1

SE 0,186 0,127 0,387 0,190 0,712 0,187

Ratio 1 1,225 0,944 1,056 0,995 1,066NM_02

4387
Hämoxygenase 2 Hmox2

SE 0,111 0,103 0,040 0,086 0,077 0,061

Ratio 1 1,118 1,194 0,901 0,970 1,240XM_00

106102

7

Hitzeschock 

Transkriptionsfaktor 1
Hsf1

SE 0,18 0,101 0,100 0,085 0,096 0,127

Ratio 1 1,008 0,890 1,019 0,852 0,908NM_00

101190

1

Hitzeschock 

105kDa/110kDa 

Protein 1

Hsph1
SE 0,108 0,097 0,055 0,074 0,067 0,065
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Ratio 1 1,042 1,170 0,828 0,799 0,926NM_03

1971

Hitzeschock 70kDa 

Protein 1a
Hspa1a

SE 0,206 0,113 0,095 0,077 0,092 0,078

Ratio 1 0,981 1,186 0,881 0,790 0,973NM_21

2546

Hitzeschock 70kDa 

Protein 1-like
Hspa1l

SE 0,193 0,168 0,211 0,160 0,134 0,144

Ratio 1 1,005 0,910 1,103 0,988 0,991NM_15

3629
Hitzeschock Protein 4 Hspa4

SE 0,089 0,048 0,047 0,044 0,044 0,025

Ratio 1 1,280 1,274 1,041 1,088 1,355NM_01

3083

Hitzeschock 70kDa 

Protein 5
Hspa5

SE 0,128 0,142 0,094 0,083 0,102 0,105

Ratio 1 1,076 1,123 1,020 0,897 1,201NM_02

4351
Hitzeschock Protein 8 Hspa8

SE 0,13 0,127 0,079 0,106 0,061 0,075

Ratio 1 0,950 1,288 0,886 0,869 0,922NM_03

1970

Hitzeschock 27kDa 

Protein 1
Hspb1

SE 0,139 0,146 0,166 0,067 0,059 0,061

Ratio 1 1,027 0,886 1,073 0,857 0,928NM_02

2229

Hitzeschock Protein 1 

(Chaperonin)
Hspd1

SE 0,136 0,096 0,049 0,100 0,103 0,059

Ratio 1 1,043 0,834 1,036 1,053 0,941NM_01

2966

Hitzeschock 10kDa 

Protein 1 (Chaperonin 

10)

Hspe1
SE 0,151 0,155 0,074 0,144 0,106 0,103

Ratio 1 1,059 1,375 0,959 0,958 0,889NM_01

3104

Insulin-like growth 

factor-bindendes 

Protein 6

Igfbp6
SE 0,255 0,276 0,437 0,236 0,306 0,141

Ratio 1 1,031 1,058 0,829 0,882 0,965NM_01

9165
Interleukin 18 Il-18

SE 0,159 0,165 0,140 0,095 0,071 0,098

Ratio 1 1,227 1,137 2,158 1,624 1,614NM_01

7019
Interleukin 1 alpha Il-1a

SE 0,244 0,250 0,305 1,158 0,626 0,259

Ratio 1 1,053 1,702 0,761 1,198 1,223NM_03

1512
Interleukin 1 beta Il-1b

SE 0,289 0,248 0,352 0,085 0,275 0,224

Ratio 1 2,053 4,066 1,031 1,932 3,571NM_01

2589
Interleukin 6 Il-6

SE 0,136 0,612 0,851 0,238 0,405 0,625

Ratio 1 1,092 1,184 1,056 1,191 1,238
XM_22

2534
Homolog zu 

ERCC4_MOUSE

RGD15

60340_

predict

ed
SE 0,102 0,075 0,059 0,047 0,080 0,067

Ratio 1 0,850 1,226 0,842 1,332 1,028NM_08

0769
Lymphotoxin A Lta

SE 0,328 0,189 0,497 0,206 0,497 0,168

Ratio 1 1,065 1,092 0,874 1,044 1,226XM_23

5169

mouse double minutes 

2-Protein
Mdm2

SE 0,124 0,080 0,057 0,143 0,067 0,066

Ratio 1 1,024 0,924 1,101 1,109 1,030NM_03

1051

Makrophagen 

Migrations-

inhibierender Faktor

Mif
SE 0,116 0,053 0,022 0,089 0,066 0,112

Ratio 1 1,212 1,399 1,050 1,046 1,360
XM_34

2346

Nuclear factor of 

kappa light chain gene 

enhancer in B-cells 1, 

p105

Nfkb1
SE 0,128 0,121 0,116 0,088 0,076 0,112
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Ratio 1 1,182 1,484 0,941 0,987 1,365
XM_34

3065

Nuclear factor of 

kappa light chain gene 

enhancer in B-cells 

inhibitor, alpha

Nfkbia
SE 0,177 0,136 0,143 0,108 0,069 0,179

Ratio 1 0,719 0,327 0,442 0,576 0,375NM_01

2611

Stickstoffmonoxidsyn

thase 2, induzierbar
Nos2

SE 0,433 0,143 0,058 0,062 0,301 0,107

Ratio 1 0,968 0,931 0,957 0,883 0,944NM_02

2381

Proliferating cell 

nuclear antigen
Pcna

SE 0,131 0,096 0,082 0,091 0,049 0,059

Ratio 1 0,984 0,936 0,981 0,911 0,995NM_03

1576

P450 (cytochrome) 

Oxidoreductase
Por

SE 0,134 0,093 0,066 0,127 0,057 0,069

Ratio 1 1,043 0,918 0,952 0,887 0,944NM_00

101319

0

RAD23a Homologon 

(S. cerevisiae)
Rad23a

SE 0,11 0,055 0,035 0,062 0,062 0,037

Ratio 1 1,035 1,008 0,881 0,920 0,932NM_02

2246

RAD50 Homologon 

(S. cerevisiae)
Rad50

SE 0,105 0,095 0,049 0,057 0,077 0,070

Ratio 1 1,211 1,267 1,165 1,035 1,092

XM_57

5317

Similar to DNA-repair 

protein XRCC2 (X-

ray repair cross-

complementing 

protein 2)

RGD15

64823_

predict

ed
SE 0,077 0,182 0,199 0,154 0,120 0,120

Ratio 1 1,179 2,378 0,718 1,258 1,798NM_01

2620

Serin-(oder Cystein-

)Peptidaseinhibitor, 

Stamm E, Mitglied 1

Serpine

1 SE 0,304 0,275 0,378 0,128 0,488 0,271

Ratio 1 1,075 0,863 1,043 1,152 1,016NM_01

7050
Superoxiddismutase 1 Sod1

SE 0,112 0,077 0,059 0,082 0,056 0,086

Ratio 1 1,024 0,913 1,090 0,985 0,933NM_01

7051

Superoxiddismutase 

2, mitochondrial
Sod2

SE 0,107 0,084 0,041 0,103 0,090 0,029

Ratio 1 1,171 1,501 0,966 1,095 1,449
NM_01

3091

Tumor Nekrose 

Faktor Rezeptor 

Superfamilie, 

Mitglied 1a

Tnfrsf1

a SE 0,114 0,124 0,104 0,053 0,083 0,134

Ratio 1 1,276 1,352 0,956 1,161 1,216
NM_14

5681

Tumor Nekrose 

Faktor (Ligand) 

Superfamilie, 

Mitglied 10

Tnfsf1

0 SE 0,149 0,126 0,168 0,055 0,070 0,174

Ratio 1 1,293 1,412 1,031 1,194 1,031NM_01

2908

Fas Ligand (TNF 

Superfamily, Mitglied 

6)

Faslg
SE 0,186 0,388 0,315 0,186 0,254 0,157

Ratio 1 1,181 1,321 0,926 1,008 1,339NM_03

0989
Tumor Protein p53 Tp53

SE 0,135 0,074 0,098 0,054 0,058 0,118

Ratio 1 1,163 1,004 0,941 0,952 1,015XM_34

1671

TNFRSF1A-

associated via death 

domain

Tradd
SE 0,121 0,092 0,097 0,075 0,061 0,078

Ratio 1 1,762 1,400 1,325 2,282 1,952NM_05

7105

UDP-

Glycosyltransferase 1 

Familie, Polypeptid a6

Ugt1a6
SE 0,116 0,173 0,109 0,105 0,311 0,127

Ratio 1 1,200 1,023 1,024 1,096 1,064NM_00

101212

4

Uracil-DNA-

Glycosylase
Ung

SE 0,11 0,072 0,051 0,046 0,075 0,069
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Ratio 1 1,118 1,088 0,952 1,048 1,063

NM_05

3435

X-ray repair 

complementing 

defective repair in 

Chinese hamster cells 

1

Xrcc1
SE 0,127 0,082 0,070 0,084 0,099 0,098

Ratio 1 0,995 1,166 1,093 1,065 1,014
NM_00

100699

9

X-ray repair 

complementing 

defective repair in 

Chinese hamster cells 

4

Xrcc4
SE 0,102 0,048 0,072 0,119 0,066 0,011

Potentielle Haushaltsgene:

Ratio 1 1,033 1,147 0,990 1,129 1,262NM

_001

0076

04

Ribosomales Protein, 

large, P1
Rplp1

SE 0,115 0,076 0,078 0,076 0,078 0,093

Ratio 1 1,045 1,087 1,122 1,060 1,136NM

_012

583

Hypoxanthin-Guanin-

Phosphoribosyltransfe

rase

Hprt
SE 0,094 0,032 0,029 0,041 0,013 0,040

Ratio 1 1,198 1,249 1,190 1,120 1,199NM

_173

340

Ribosomales Protein 

L13A
Rpl13a

SE 0,104 0,081 0,060 0,181 0,040 0,120

Ratio 1 1,083 1,043 1,017 1,064 1,005NM

_017

025

Lactatdehyrogenase A Ldha
SE 0,083 0,032 0,029 0,038 0,013 0,039

Ratio 1 1,201 1,044 1,017 1,087 0,978NM

_031

144

Actin, beta Actb
SE 0,124 0,082 0,072 0,071 0,060 0,071
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10.2. Auswertung der Glutathionperoxidase 2-Sequenzierung

Das PCR-Produkt aus der Kavität D4 des PCR-Arrays „Stress und Toxizität (Ratte)“ wurde 

sequenziert und die erhaltene Sequenz mit NCBI Blast analysiert. Die Sequenzanalyse 

zeigte ein 99%ige Übereinstimmung mit der Glutathionperoxidase 2 der Ratte (Abbildung 

30).

ref|NM_183403.2| Rattus norvegicus glutathione peroxidase 2 (Gpx2), mRNA
Length=1028

GENE ID: 29326 Gpx2 | glutathione peroxidase 2 (Rattus norvegicus)

Score =  200 bits (108),  Expect = 1e-48
 Identities = 109/110 (99%), Gaps = 0/110 (0%)
 Strand=Plus/Plus

Probe  1    CCAGCCCACCTTCAGTCTTACCCAAAAGNGTGATGTCAATGGGCAGAATCAGCATCCTGT 60
            |||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||
Gpx2   406  CCAGCCCACCTTCAGTCTTACCCAAAAGTGTGATGTCAATGGGCAGAATCAGCATCCTGT 465

Probe  61   CTTTGCCTACCTGAAAGACAAGCTGCCCTACCCTTATGACGACCCATTCT  110
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Gpx2   466  CTTTGCCTACCTGAAAGACAAGCTGCCCTACCCTTATGACGACCCATTCT  515

Abbildung 30. Der Vergleich der Sequenzen zeigt eine 99%ige Übereinstimmung des 
eingesetzten klonierten PCR-Produkts mit der Glutathionperoxidase 2 der Ratte.

In der aus der NCBI-Datenbank kopierten vollständigen Sequenz der Gpx2-mRNA 

(Abbildung 31) ist die nachgewiesene Sequenz grau unterlegt.

      1 gggaatgctc aaaggccctt tgtgaaattc tttctgtcct tcctggctcc tccttcctcc
     61 ccacccagtc aaggaactta aggaggctcc cacagccggg caggactcac agcactccag
    121 catggcttac atcgccaagt ctttttacga tctcagtgcc atcggcctgg atggggagaa
    181 gatagacttc aacacgttcc gaggcagggc cgtgctgatt gagaatgtgg cctcgctctg
    241 aggaacaact acccgggact acacccagct caatgagttg cagtgccgct ttcccaggcg
    301 cctagtggtt ctcggcttcc cttgcaacca gttcggacat caggagaact gtcagaatga
    361 ggagatcctg aacagcctca agtatgtccg ccctgggggt gggttccagc ccaccttcag

421 tcttacccaa aagtgtgatg tcaatgggca gaatcagcat cctgtctttg cctacctgaa
481 agacaagctg ccctaccctt atgacgaccc attctccctc atgaccgatc ccaagctcat

    541 catatggagt ccggtgcgcc gctcagatgt gtcctggaac tttgagaagt tcctcatagg
601 gccagaaggg gagcctttcc gtcgctacag ccgcaccttc cagaccatca acatcgagcc

    661 tgacatcaaa cgtctcctca aagttgccat ctaaatgagg gctgctcagc ctaggaatct
    721 ccgactgttt ctccaagtag tcctcttcag agctcagtgt accctcagga gacactggga
    781 aaccgaagca tttcctcaat attgtcccct tgccttcctg ccacccattt cctttagctc
    841 cctaaaggct cttggggagt ccactggggg ctctaagtct ggggtaggtg ctaggccttc
    901 ttcacagaat gatggcatct tcctaaaccc ttctggggga tgtctgagac gttgtgaagg
    961 gcccagagcc agctcggttt agagtccaat aaagggtagg aatgacctgg aaaaaaaaaa

1021 aaaaaaaa

Abbildung 31. Die klonierte Sequenz innerhalb der Nukleotidabfolge (1028 Basenpaare)
der Gpx2-mRNA (grau, NCBI Reference Sequence: NM_183403.2)


