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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Saugetier-Niere

Die Nieren stellen das paarige Exkretionsorgan der Saugetiere dar. Sie liegen im Bereich
der Lendengegend, jeweils neben der Wirbelsaule hinter dem Bauchfell (Retroperitoenal-
Raum) im Schutz der unteren Rippen und haben eine bohnenférmige Gestalt.
Die Nieren haben im Kérper zahlreiche Funktionen. Zum Einen Ubernehmen sie die
Ausscheidung von im Blut geldsten Stoffwechselprodukien durch glomerulare Filtration
oder durch aktive Sekretion in den Harn. Zum Anderen sorgen sie flr die Regulierung des
Wasser- und Elektrolythaushaltes und durch Ausscheiden von Protonen regulieren sie
das Saure-Base-Gleichgewicht im Blut (Lillmann et al., 1996). Des Weiteren sind sie an
der Produktion der Hormone Calcitriol und Erythropoietin beteiligt und tragen durch die
Ausschittung des Enzyms Renin maBgebend zur Produktion des Hormons Angiotensin
bei (Koolman und Réhm, 1998).

1.1.1 Anatomie der Sduger-Niere

Die Niere lasst sich in unterschiedliche Teilbereiche einteilen, wie es im makroskopischen
Langsschnitt in Abbildung 1.1 graphisch dargestellt ist. Das Nierenmark (Medulla) umgibt
das gesamte Nierenbecken und entsendet Nierenpapillen in dieses hinein. Aus dem
Nierenbecken wiederum flihrt der Ureter (Harnleiter) heraus, der sich in die Harnblase
entleert (Eckert, 1993). Die Nierenrinde (Cortex), die funktionelle auBere Schicht, ist von
einer derben Bindegewebskapsel (Nierenkapsel) umgeben. Die Nephrone, die einzelnen
Funktionselemente der Niere, liegen in der Rinde und sind fir Bildung des Harns
verantwortlich (siehe Abb. 1.2).
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Abbildung 1.1: Makroskopischer Langsschnitt einer Saugetierniere (nach www.niele.net).

Beim Nephron handelt es sich um ein langes Réhrensystem (Tubulusapparat), das an
einem Ende geschlossen ist und sich am anderen Uber ein Sammelrohr in das
Nierenbecken o6ffnet. Am geschlossenen Ende erweitert sich das Nephron zur
Bowmanschen Kapsel, welche ein Kapillarnetz, den Glomerulus umschliet (Eckert et al.,
1993). Der Tubulusapparat ldsst sich in den proximalen Tubulus, das Uberleitungssttick,
den distalen Tubulus und das Sammelrohr untergliedern.

Der gerade Teil des proximalen und distalen Tubulus sowie das Uberleitungsstiick
werden unter dem Begriff Henlesche Schleife zusammengefasst (Mutschler, 1997).

proximaler Tubulus

Bowman-Kapsel
—
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distaler |1 Aterie
f L i
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Abbildung 1.2: Das Nephron- die funktionelle Einheit der Niere (nach www.niele.net).
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1.1.2 Funktion der Niere

Die Nieren sind lebenswichtige Organe und ihre Hauptaufgabe besteht in der Bildung des
Harns, wodurch wichtige Funktionen des Kérpers reguliert werden. Durch die glomerulére
Filtration wird aus dem durchflieBenden Blutplasma ein nahezu eiweiBfreies Ultrafiltrat,
der Primé&rharn abgepresst. Als Filter dient dabei die Basalmembran, deren Poren Wasser
und niedermolekulare Plasmabestandteile frei durchtreten lassen, aber Blutzellen und die
groBen Plasmamolekile zuriickhalten. Bei der darauf folgenden Rickresoption im
Tubulus unterscheidet man aktive und passive Prozesse. Die Sekretion von organischen
Séuren und Basen ist ein aktiver Prozess und findet in den Tubuli und Sammelrohren
statt. Im proximalen Tubulus werden Wasser, Elektrolyte, Glucose, Aminosduren und die
im Filtrat gering vorhandenen Proteine aktiv und nahezu vollstandig riickresorbiert. Eine je
nach FlUssigkeitsbilanz schwéachere oder starkere Harnkonzentrierung wird durch das
Haarnadelgegenstromsystem im Nierenmark erreicht. AuBerdem wird durch die Erhéhung
oder Erniedrigung der Wasserpermeabilitdt der Zellen des distalen Tubulus und den
Sammelrohren  mittels des  Hypophysenhinterlappenhormons  Adiuretin  die
Wasserausscheidung reguliert. Bei Zunahme der osmotischen Konzentration im Blut oder
im Extrazellularraum wird Adiuretin ausgeschittet und dadurch eine verstarkte
Wasserrlckresorption (Antidiurese) bewirkt. Bei einer verminderten osmotischen
Konzentration wird die Adiuretin-Freisetzung gehemmt.

Die Steuerung der Elektrolytausscheidung erfolgt durch hormonale Regelkreise, wobei
Aldosteron fir den Natriumhaushalt das wichtigste Hormon darstellt. Sowohl Angiotensin-
Il als auch Angiotensin-lll bewirken die Freisetzung von Aldosteron aus dem
Nebennierenmark. Das Gewebshormon Renin, welches bei einer Verringerung der
Natruimionen-Konzentration und Blutdruckabfall freigesetzt wird, spaltet aus
Angiotensinogen Angiotensin-I ab. Werden erneut zwei Aminosauren abgespalten,
entsteht Angiotensin-Il; eine weitere AS-Abspaltung lasst Angiotensin-1ll entstehen.
Angiotensin-1l ist eine der wirksamsten kérpereigenen gefaBverengenden Substanzen, so
dass unter seinem Einfluss der periphere GefaBwiderstand und somit der Blutdruck
ansteigen (Koolman und R6hm, 1998).

Die Protonen, die durch Stoffwechselprozesse im Organismus anfallen, werden einerseits
respiratorisch und andererseits renal ausgeschieden. Die Ausscheidung der Protonen
erfolgt vorwiegend nach Reaktion mit Puffersubstanzen; die Ausscheidungsrate an freiem
Wasserstoff ist gering. So tragt die Niere zur Regulierung des S&ure-Base-Gleichgewichts

im Koérper bei.
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Unabhangig von der Bildung des Harns Gbernimmt die Niere eine weitere Funktion durch
die Bildung der Hormone Erythropoietin und Calcitriol. Erythropoietin ist ein
Glykoproteinhormon, das die Bildung von Erythrocyten aus Vorgangerzellen im
Knochenmark (Erythroporese) steuert. Bei Erwachsenen wird Erythropoietin
hauptsachlich in der Niere gebildet und zwar in den Endothelzellen der peritubularen
Kapillaren. Der Stimulus fir die Produktion von Erythropoietin ist eine verminderte
Sauerstoffsattigung in den Nierenaterien (www. Flexikon.doccheck.com). Calcitriol wird
durch die Hydroxylierung von 25-Hydroxy-cholecalciferol zu 1,-Dihydroxy-cholecalciferol
gebildet und beteiligt sich an der Kontrolle des Kalzium- und Phosphatstoffwechsels
(Mutschler, 1997).

1.1.3 Glomerulare Mesangiumzellen

Das Mesangium ist ein interstitielles Gewebe in der Bowmanschen Kapsel, bestehend
aus Mesangiumzellen und einer Interzellularmatrix.

Die Mesangiumzellen nehmen sowohl anatomisch als auch funktionell eine zentrale
Position im Glomerulus ein (siehe Abb. 1.3). Bei ihnen handelt es sich um modifizierte
glatte Muskelzellen, sie sind aber zudem in der Lage, eine Reihe weiterer Funktionen
auszuliben. Mesangiumzellen bilden das Bindegewebe im Glomerulus und unterstiitzen
so die Bildung von Kapillarschleifen. AuBerdem tragen sie durch ihre zentrale Position,
ihre Fahigkeit zur Kontraktion und ihre Verbindung zu den anderen Zellen des
juxtaglomerularen Apparats zur glomerularen Filtration bei (Sterzel und Rupprecht, 1997).
Diese wird durch das Gleichgewicht von vasoaktiven Substanzen kontrolliert, welche die
Kontraktion oder Relaxtion der Mesangiumzellen hervorrufen (Mené et al., 1989;
Schléndorff, 1987).

AuBerdem weisen Mesangiumzellen ahnliche Eigenschaften auf wie Makrophagen, z.B.
die Fahigkeit zur Phagozytose und die Produktion von Zytokinen (Mené et al., 1989;
Schreiner, 1992; Sterzel und Rupprecht, 1997). Dabei werden Mesangiumzellen selbst
durch proinflammatorische Stoffe aktiviert und setzen daraufhin bioaktive Molekile frei
(Radeke und Resch, 1992; Schreiner, 1992; Sterzel et al, 1993). Die meisten dieser
Molekile wie z.B. Prostaglandine (Sraer et al., 1993), Stickstoffmonoxid (Beck et al.,
1995), Interleukine (Tipping et al., 1991; Ruef et al., 1990; Kusner et al., 1991; Fouqueray
et al, 1995) und Chemokine (Wolf et al, 1993; Largen et al, 1995) wirken als
Entzindungsmediatoren.
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Durch ihre vielfaltigen Funktionen spielen Mesangiumzellen eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und dem Fortschreiten von Nierenerkrankungen, insbesondere bei der

Glomerulonephritis (siehe 1.4.1.1).

Vas efferens
Muskelschicht der Arteriole
Juxtaglomerulére Zellen
extraglomerulare Zellen
parietales Blatt der
Bowmanschen Kapsel

= glomerulére Kapillarschlinge
7 = Endothel der Kapillaren

= Podozyten

= Pars recta des distaler Tubulus
10 = Macula densa
11 = Vas efferens
12 = glomerulare Mesangiumzellen
13 = Kapselraum am Harnpol
14 = Pars konvoute des proximalen
Tubulus

aprwND =
I nnn

Abbildung 1.3: Querschnitt eines Glomerulus (nach www.unifr.ch/histologie).

1.1.4 Nierenerkrankungen

Erkrankungen der Nieren kénnen dramatische Auswirkungen fir den Organismus haben.
Diese betreffen entweder das Nierengewebe (Ort der Filtration) oder das Sammellager
(Nierenbecken, Kelche oder Harnleiter).

1.1.4.1 Glomerulopathien

Glomerulopathien sind durch strukturelle und funktionelle Schaden an den
Nierenglomeruli gekennzeichnet, wobei der Ursprung hierflr entziindliche oder nicht
entziindliche Prozesse sein kdnnen (Marti et al.,, 2003). Die Glomerulonephritis ist eine
entzindliche Veradnderung der Glomeruli, wogegen es sich bei der diabetischen
Nephropathie und der Amyloidose primdr um nicht entzindliche Erkrankungen der
Glomeruli handelt. Weltweit stellt die Glomerulonephritis wegen ihrer Vielzahl an
Infektionserregern (z.B. Malariaplasmodien, B-hdmolysierende Streptokokken, Hepatitis
B- und C-Viren, HI-Viren oder Parvoviren) die haufigste Ursache fir ein terminales
Nierenversagen dar (Couser, 1999; Di Belgiojoso et al. 2002; Birkeland und Storm, 2003).

Die Klassifizierung der Glomerulopathien erfolgt hauptsachlich aufgrund ihrer Morphologie
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und Atiologie. AuBerdem werden sie aufgrund ihrer Entstehung, also primar als renale
Stoérung oder sekundar im Rahmen von systemischen Erkrankungen, eingeteilt (siehe
Tab.1-1). Als die haufigste Form einer primaren Glomerulonephritis gilt die IgA-
Nephropathie, bei welcher sich IgA im Glomerulus einlagert (Donadio und Grande, 2002).

Tabelle 1-1: Klassifikation der glomerularen Erkrankungen (nach Hricik et al., 1998).

Proliferative Keine proliferativen
Krankheit
Veréanderungen Verdanderungen
primar Mesangioproliferative GN Fokal-segmentale Glomerulosklerose

IgA-Nephropathie Glomerulare Minimall&sion
Membranoproliferative GN Membrandse Nephropathie
Nekrotisierende GN und/oder Lthin basement membrane

GN mit Halomondbildung nephropathy*
sekundar Lupusbildung Diabetische Nephropathie

Systemische Vaskulitis Amyloidose

Postinfektiose GN Leichtketten-Nephropathie

GN = Glomerulonephritis

Pathogenese: Eine Glomerulonephritis kann vererbt oder erworben auftreten, oft ist aber
eine genau definierte Atiologie nicht bekannt. Eine Nephritis kann durch Bakterien wie B-
hamolysierenden Streptokokken (Typ A) ausgeldst werden. Aber auch eine Virusinfektion
mit Hepatitis B und C oder HI-Viren kann die Ursache einer Nephritis sein (Di Belgiojoso
et al, 2002). Viele schadigende Einflisse kdnnen humorale oder zellulare
Immunreaktionen hervorrufen, welche die Bildung und Ablagerung von Immunkomplexen
in den Glomeruli oder zellulare Immunreaktionen mit glomeruldren Antigenen zur Folge
haben (Couser 1999, Birkeland und Storm, 2003). Auch nicht-immunologische
Schadigungen der Glomeruli kénnen z.B. als Folge einer arteriellen Hypertonie oder
Ischdamie vorkommen. Abbildung 1.4 zeigt ein vereinfachtes Schema wichtiger
pathogenetischer Mechanismen bei der Glomerulonephritis (Marti et al., 2003).
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(nicht) immunologische glomerulére
» systemische Hypertonie <+«——» Schédigung
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Abbildung 1.4: Wichtige pathogenetische Mechanismen bei der Glomerulonephritis (nach
Marti et al., 2003).

Ein markantes Merkmal vieler Erkrankungen der Glomeruli ist die erhéhte Zahl an
Mesangiumzellen (Gomez-Guerrero et al., 2005). Infolge immunologischer, toxischer,
ischamischer oder mechanischer Verletzungen sezernieren Mesangiumzellen sowie auch
andere Nierenzellen Adhasionsmolekile und Chemokine, die ihrerseits zu einer
Einwanderung von Leukozyten, hauptsachlich Neutrophilen und Makrophagen, flhren
(Anders et al., 2003). Die eingewanderten Zellen produzieren daraufhin entziindliche
Mediatoren, die wiederum das Verhalten der renalen Mesangiumzellen beeinflussen.
Diese Wechselwirkungen zwischen den eingewanderten Zellen und den bereits
vorhandenen Mesangiumzellen fihrt zur Zellproliferation und Matrix-Ausdehnung, welche
in einer Glomerulosklerose und tubularen Fibrose enden (Schléndorff, 1995).

Unter den Entziindungsmediatoren spielen Stickstoffmonoxid (NO) und das ,macrophage
inflammatory protein-2“ (MIP-2) eine wichtige Rolle in der Glomerulonephritis (Cattell,
2002; Feng et al, 1995). Des Weiteren sind auch Angiotensin-Il (AT-Il) und der
Jtransforming growth factor3” (TGFB) der ,vascular endothelial growth factor” (VEGF)
(Eremina et al., 2003), Plasminogenaktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) (Rerolle et al., 2000),
Thrombin (Cunningham et al., 2000) und die Matrixmetalloproteasen (MMP) (Steinmann-
Nigli et al., 1998; Daniel et al., 2001) daran beteiligt. AuBerdem werden eine Reihe von
Eicosanoiden produziert, die neben ihrer physiologischen Funktion in der Niere nun zur
Entstehung entziindlicher Prozesse in der Niere beitragen (Gomez-Guerrero et al., 2005).
Im Folgenden wird kurz auf die Entstehung und Funktionen der Entzindungsmediatoren
NO, MIP-2 und Prostaglandine eingegangen, da sie u.a. Gegenstand der Untersuchungen
dieser Arbeit waren.
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1.2 Stickstoffmonoxid (NO)

Das gasférmige Molekil Stickstoffmonoxid (NO) ist das kleinste bekannte bioaktive
Produkt von Saugerzellen und besitzt vielfaltige physiologische und pathophysiologische
Funktionen (Moncada et al., 1991; Beck et al., 1999). Die NO-Synthese wird von den NO-
Synthasen (NOS) katalysiert, von denen bislang drei Isoenzyme identifiziert wurden: (1)
die konstitutiv exprimierte endotheliale NOS (eNOS), (2) die konstitutiv exprimierte
neuronale NOS (nNOS) und (3) die induzierbare NOS (iNOS). Die Expression der iNOS
kann durch Endotoxine oder durch proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-13 oder
IFNy auf transkriptioneller Ebene induziert werden (Huwiler und Pfeilschifter, 2003).

Im Gegensatz zur eNOS und nNOS, welche zwar stetig aber nur im geringen MaBe NO
produzieren, kann die iNOS, einmal induziert, fir Tage aktiv bleiben und somit die NO-
Produktion der anderen beiden Isoformen um das 1000fache Gbertreffen (Nathan, 1992).
In niedrigen Konzentrationen ist NO ein Signalmolekidl und steuert fast ausschlieBlich
physiologische Prozesse. Es stimuliert die Aktivitat des Hdmenzyms Guanylatzyklase und
I6st damit die Bildung von zyklischem Guanosin-5"-monophosphat (cGMP) aus, welches
dann physiologische Funktionen wie vaskulare Homdostase und Signaltransduktion im
zentralen Nervensystem vermittelt. In hohen Konzentrationen dagegen kann NO mit
Thiolgruppen der Proteine interagieren und dadurch die Proteinfunktion verandern oder
die Expression von Genen initiieren (Pfeilschifter et al., 2001). Dies kann schlieBlich zur
Schadigung von gesundem Gewebe fiihren (Nathan, 1992; Moncada und Higgs, 1993).
Andererseits ist beschrieben, dass groBe Mengen an NO antibakteriell, antiviral,
antiparasitisch und antitumoral wirken kénnen (Bogdan, 2001; MacMicking et al., 1997).
Bei in-vitro-Studien mit Ratten-Mesangiumzellen konnte gezeigt werden, dass diese nach
Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen groBe Mengen an NO produzieren,
welches von der INOS stammt (Pfeilschifter, 2000). Des Weiteren kann Stickstoffmonoxid
selbst die Expression von weiteren inflammatorischen Mediatoren wie dem CXC
Chemokin MIP-2 (Walpen et al., 2001), IL-8, MIP-1a, MCP-1 (Pfeilschifter et al., 2001)
oder die sPLA-IIA (Rupprecht et al., 1999) induzieren. Auch das Auftreten von Apoptose
in Mesangiumzellen oder in anderen glomerularen Zelltypen kann durch NO eingeleitet
werden (Nitsch et al., 1997; Briine, 2002; Pautz et al., 2002). Somit handelt es sich bei
NO um ein proinflammatorisches Molekiil, welches auch in Nierenerkrankungen wie der
Glomerulonephritis eine wichtige Rolle spielt (Cattell, 2002).
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1.3 ,,Macrophage inflammatory protein-2“ (MIP-2)

Chemokine sind chemotaktische Zytokine, welche Leukozyten und Monozyten in
entziindeten und verletzten Gewebe rekrutieren und aktivieren (Sozzani et al., 1996;
Baggiolini, 1998). Sie bilden eine Superfamilie und kénnen entsprechend der Position
ihrer konservierten Cysteine in CXC, CC, C und CX3C Chemokine unterteilt werden
(Schall, 1994; Baggiolini et al., 1997). Chemokine Uben ihre Funktion Uber spezielle G-
Protein-gekoppelte Zelloberflachen-Rezeptoren aus, welche Mitglieder der Rhodopsin
Superfamilie sind (Benbaruch et al., 1995). Erstmals wurde MIP-2 als ein ca. 6kDa groBes
Heparin-bindendes Protein beschrieben, welches von LPS-stimulierten Maus-
Makrophagen sezerniert wird (Wolpe et al., 1988, 1989; Tekamp Olson et al., 1990). Ihm
wird daher eine wichtige Rolle bei der durch LPS induzierten Entziindungsantwort
zugeteilt (Kopydlowski et al., 1999). Als CXC Chemokin besitzt MIP-2 chemotaktische
Aktivitat fir Neutrophile (Tessier et al. 1997, 1998; Ohtsuka et al., 2001), welche bei
massiver Einwanderung zur Aufrechterhaltung einer Entzindung und als Folge zur
Schéadigung von Gewebe fihren kénnen (Matzer et al., 2004). Die Produktion von MIP-2
konnte in entziindlichen Krankheiten wie Arthritis, Sepsis und Glomerulonephritis
beobachtet werden (Schrier et al., 1998; Skidgel et al., 2002; Feng et al., 1995).

1.4 Eicosanoide

Eicosanoide sind bioaktive Lipidmediatoren, die in vielen unterschiedlichen Geweben
exprimiert werden. Sie spielen sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch eine
wichtige Rolle. Eicosanoide werden in die Familien der Prostanoide (Prostaglandine,
Prostacyclin, Thomboxane), der Hydroxy-Eicosatetraensaduren (HETE), der Hydroxy-
Oktadecadienséauren (HODE), der Leukotriene (LT), der Lipoxine, der 15-Epi-lipoxine, der
Hepoxine, der Trioxiline, der Epoxyeicosatriensauren (EET), der Isoprostane und der
Anandamide unterteilt (Marks und Firstenberger, 1999).
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1.4.1 Biosynthese und Funktionen von Prostanoiden

Der erste Schritt der Biosynthese von Prostanoiden ist die Freisetzung von
Arachidonsdure (AA) aus der Phospholipidmembran durch Phospholipasen A,. Die AA
dient als Substrat fiir die Cyclooxygenasen-1 und -2, welche die Bildung des
Zwischenprodukts Prostaglandin H, (PGH.) katalysieren. AnschlieBend erfolgt die
Umwandlung von PGH, zu den Prostaglandinen D, E und F, Prostaglandin | (Prostacyclin)
und Thromboxan A durch die jeweiligen Prostaglandin-Synthasen (Nasrallah und Hébert,
2005; Funk, 2001; siehe Abb. 1.5).

‘ Phospholipidmembran ‘

<

Arachidonséaure

l Cyclooxygenasen

’ Prostaglandin H, ‘

E S =

Prostaglandine Prostacycllne

Abbildung 1.5: Prostanoid-Synthese-Weg.
Prostanoide werden durch Cyclooxygenasen und den nachgeschalteten Postaglandin-Synthasen
aus Arachidonsaure synthetisiert (nach Marks und Flrstenberger, 1999).

In der Niere sind Prostaglandine fir die Aufrechterhaltung der Homdéostase, also flr das
Gleichgewicht zwischen vasodilatatorischen und vasokonstriktorischen
Stoffwechselwegen und die Regulation von verschiedenen Nierenfunktionen wie
Hamodynamik, Renin-Sekretion, tubulare Transportprozesse, Proliferation und Apoptose
verantwortlich (Nasrallah und Hébert, 2005).

Auf der anderen Seite sind sie an pathophysiologischen Prozessen beteiligt. So spielen
sie in der Pathogenese der Hypertonie (Qi et al., 2002), in Elektrolyt-Funktionsstérungen
wie dem Bartter-Syndrom (Reinalter et al, 2002) sowie bei entzindlichen
Nierenerkrankungen eine wichtige Rolle (Hartner et al, 2000). Bei entziindlichen
Nierenerkrankungen werden vermehrt Prostaglandine von aktivierten Mesangiumzellen

ausgeschuittet (Gomez-Guerrero et al., 2005). Diese potenzieren dann die Effekte von

10
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primdren Entziindungsmediatoren wie Bradykinin oder Histamin und tragen so zur
Aufrechterhaltung der Entziindung und die dadurch entstehende Schadigung des
Gewebes bei (Moncada et al., 1973).

Prostaglandine werden Uber einen Prostaglandintransporter aus der Zelle freigesetzt
(Schuster et al., 1998) und kénnen sowohl autokrin als auch parakrin Uber spezifische
Prostaglandin-Rezeptoren wirken. Es existieren mindestens neun Prostaglandin-
Rezeptoren, welche zu der Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren gehéren
(Bhattacharya et al., 1998). Das Prostacyclin besitzt nur eine Halbwertszeit von wenigen
Minuten und wird schnell zu dem nahezu inaktiven 6-keto-PGF;, metabolisiert. Daher (bt

dieses seine Funktionen unmittelbar an seinem Syntheseort aus.

1.4.2 Cyclooxygenasen

Die Cyclooxygenasen (COX) sind die fir die initiale Metabolisierung von Arachidonsaure
zum Zwischenprodukt PGH, verantwortlichen Enzyme. Bislang wurden drei Isoformen der
COX identifiziert: COX-1, COX-2 und COX-3. Bei der COX-3 handelt es sich um eine
SpleiBvariante des COX-1-Gens (Chandrasekharan et al., 2002; Davies et al., 2004).

Die COX-1 und -2 haben ein ahnliches Molekulargewicht von 70 bzw. 71 kDa,
unterscheiden sich aber deutlich in ihrer Aminosauresequenz (Smith et al, 2000).
AuBerdem zeigen sie Unterschiede in ihrer Expression und Regulation. Die COX-1 wird
konstitutiv in vielen Geweben exprimiert. Sie stellt Prostaglandine zur Verfligung die
vorwiegend physiologische Funktionen Gbernehmen (DeWitt und Smith, 1988). Die COX-
2 wird als induzierbare Form bezeichnet, da ihre Expression hauptsachlich durch
proinflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren induziert wird. Somit ist sie vor
allem fiir die erhdhte Prostaglandin-Produktion in entziindetem Gewebe verantwortlich
(Crofford et al., 1997; Herschman et al., 1997). Aber auch die COX-2 kann konstitutiv
exprimiert werden und ist somit auch flr physiologische Prozesse verantwortlich, wie in
der Ratten-Niere (Harris et al, 1994) oder der Maus-Niere gezeigt werden konnte
(Ferguson et al., 1999). Interessanterweise unterscheidet sich die Lokalisation der COX-2
in der Niere von der der COX-1. Eine konstitutive Expression der COX-2 konnte in der
Nierenrinde in den Zellen der Macula densa und dem dicken, aufsteigendem Ast der
Henleschen Schleife nachgewiesen werden. Den dort freigesetzten Prostaglandinen wird
eine Rolle bei der Renin-Ausschittung zugeteilt (Harris und Breyer, 2001). Ebenfalls wird
die COX-2 konstitutiv in den interstitiellen Zellen des Nierenmarks exprimiert. Dort sind die
Prostaglandine in die Regulation der tubuldren Salz- und Wasserresorption und die
Regulation des Blutflusses miteinbezogen (Harris et al., 1994).

11
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Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fir die Eicosanoidbiosynthese ist die
Freisetzung von Arachidonsdure. Die hierfir verantwortlichen Enzyme gehéren zur

Superfamilie der Phospholipasen A..

1.5 Die Familie der Phospholipasen A,

Die Phospholipasen A, (PLA;) stellen eine Superfamilie von Enzymen dar, welche die
Hydrolyse der Esterbindung an der sn-2 Position von Phospholipiden katalysieren,
wodurch freie Fettsduren und Lysophospholipide entstehen, die zu wichtigen
Lipidmediatoren umgewandelt werden (Balsinde et al., 2002). Speziell die Freisetzung
von Arachidonsaure ist der entscheidende Schritt, da diese als Vorlaufermolekil der
Eicosanoide dient. Zudem kann die Arachidonsaure selbst als ,second messenger”
pharmakologisch wirksam sein (Gijon et al., 1999).

Zu den Eicosanoiden zahlen die durch die COX-1 und -2 generierten Prostaglandine und
Thromboxane, sowie die durch die Lipoxygenasen gebildeten Leukotriene und HETE.
Wenn die nach Abspaltung der Arachidonsaure entstehenden Lysophospholipide eine
Cholin-Gruppe und eine Alkyl-Verbindung besitzen, kénnen sie ebenfalls als
Vorlaufermolekile fir die Biosynthese des Plattchen-aktivierender-Faktor (PAF) dienen.
Eicosanoide und PAF sind wichtige Mediatoren pathophysiologischer Prozesse. Die
Kontrolle der Aktivitat der PLA,s als initialem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Eicosanoid-Biosynthese ist damit entscheidend sowohl fiir die Homdostase von
Organfunktionen als auch fiir die Entstehung von Schmerz und Entziindung (Kudo und
Murakami, 2002).

Die Familie der Phospholipasen kann in vier Unterfamilien unterteilt werden, die sich
wiederum aufgrund ihrer Kalziumabhangigkeit unterscheiden. Sowohl die Familie der
zytosolischen Phospholipasen A, (cPLA,, Gruppe VI-PLA;) als auch die Familie der
sekretorischen Phospholipasen A, (sPLA,) zeigen eine kalziumabhangige Enzymaktivitat.
Die Aktivitat der kalziumunabhangigen Phospholipasen A, (,independent” PLA,: iPLA,
Gruppe VI-PLA;) und der Plattchen-aktivierender—Faktor-Acetylhydrolasen (,platelet
activating acetyl-hydrolases®, PAF-AH) ist nicht kalziumabhéngig.

Abbildung 1.6 zeigt einen schematischen Uberblick der bislang identifizierten Subtypen
der humanen und murinen Phospholipasen A, (Gelb et al., 2003).
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Gruppe [fII/VIX Kollektion

Gruppe |l

Abbildung 1.6: Die Familie der Phospholipasen A, (aus Cayman Currents, Sommer
2003, Ausgabe 14, Gelb et al.).

1.5.1 Die zytosolischen Phospholipasen A,

Bis heute wurden drei Isoformen von der zytosolischen Phospholipase A, (cPLA,; Gruppe
IV) identifiziert: die cPLAza (IVA), cPLALB (IVB) und cPLAyy (IVC) mit Molekulargewichten
von 60 kDa und 110 kDa (Pickard et al., 1999; Song et al., 1999; Underwood et al., 1998).
Die cPLA.a wird konstitutiv in den meisten Geweben des Menschen exprimiert
(Hirabayashi et al., 2000) und ist, soweit bekannt, die einzige PLA,, die eine deutliche
Substratspezifitat zeigt, da sie bevorzugt an der sn-2-Position von Phosphatidylcholin die
Arachidonsaure abspaltet (Diez et al., 1992; Hanel et al., 1993). Durch die Anwesenheit
von oxygenierten Phospholipiden wird die Freisetzung von Arachidons&ure durch die
cPLA.a aus der Zellmembran beschleunigt, da die Zugéanglichkeit des Enzyms an die
Membran erhéht wird (Nigam et al., 2000). Die Aktivierung der cPLA,a erfolgt Gber einen
Anstieg des intrazellularen Kalzium-Spiegel (Gronich et al., 1988; Gijon et al.), sowie
durch Phosphorylierung des Enzyms durch Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (,mitogen-
activated protein kinases”, MAPK) (Lin et al, 1993). Generell wird die cPLAxx
posttranslational reguliert, indem sie als Antwort auf intrazellulare submikromolare

Kalziumkonzentrationen vom Zytoplasma zur perinuklaren Membran wandert. Dort kommt
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es zur Anlagerung an die Membran und zur effizienten funktionellen Kopplung des
Enzyms mit den ebenfalls dort lokalisierten Eicosanoid-synthetisierenden Enzymen wie
den Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen (Clark et al., 1991; Bonventre et al., 2004).
Auch die Isoform cPLA,B wird im Menschen in fast allen Geweben exprimiert, und
besonders im Pankreas, der Leber, im Herz und im Gehirn wurde eine hohe Expression
beschrieben (Kudo und Murakami, 2002). Die cPLA,B zeigt eine hohe Homologie zur
Isoform cPLA,o und scheint ebenso eine kalziumabhangige Aktivitat zu besitzen (Pickard
et al., 1999; Song et al., 1999). Die Isoform cPLAyY zeigt weniger als 30% Homologie zur
cPLA,o. Ihr fehlt die Ca®*- Bindungsdomane, so dass sie kalziumunabhangig aktiv ist. Die
Expression dieser Isoform ist besonders hoch im Herz und den Skelettmuskeln
(Underwood et al., 1998).

1.5.2 Die sekretorischen Phospholipasen A,
1.5.2.1  Allgemeine Eigenschaften

Die ersten beschriebenen Formen der sPLA,s wurden aus Giften von Nicht-Saugern
isoliert. Man unterscheidet Subtyp IA aus Schlangengiften der Cobra und Krait und
Subtyp Il aus den Giften von Bienen, Echsen und Skorpionen (Davidson et al., 1990).

Die bis heute in Saugern identifizierten 10 sPLA,-Subtypen werden in die Gruppe 1B
(GIB), Gruppe IlA (GlIA), Gruppe IIC (GIIC), Gruppe 1ID (GIID), Gruppe IIE (GIIE), Gruppe
IIF (GlIF), Gruppe V (GV), Gruppe X (GX), Gruppe Il (Glll) und Gruppe Xl (GXII)
aufgegeteilt (Valentin und Lambeau, 2000; Murakami und Kudo, 2001). Da die
Sequenzhomolgie der Enzyme nur zwischen 15-51% liegt, werden sie nicht als
Isoenzyme verstanden, sondern als Subtypen bezeichntet (Gelb et al., 2003). Die
Kollektion der Gruppen I/Il/V/X weist eine relativ hohe strukturelle Ahnlichkeit auf. Sie
besitzen alle ein Molekulargewicht zwischen 14-17 kDa und haben eine hochkonservierte
Ca**-Bindungsstelle und katalytische Doméne. AuBerdem besitzen diese Subtypen sechs
absolut konservierte und bis zu zwei Subtyp-spezifische Disulfidbriicken, welche zu dem
sehr hohen Grad an Stabilitit der Enzyme in extrazellularen Koérperflissigkeiten
beitragen. Im Gegensatz zu der cPLAa zeigen die sPLA.s keine strikte Fettsaure-
Selektivitat, weisen allerdings eine gewisse Phospholipid-Praferenz auf. Die Gruppe I
Enzyme zeigen eine deutliche Bevorzugung der Hydrolyse an anionischen
Phospholipiden wie Phosphatidylglycerol, Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylserin
gegenlber dem ladungsneutralen Phosphatidylcholin (PC) (Murakami und Kudo, 2004).
In-vitro-Studien  konnten  zeigen, dass die sPLAx-IB und die sPLAy-IIA
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Phosphatidylglycerin als Substrat praferieren (Singer et al., 2002). Die sPLA.-V und die
sPLA,-X koénnen dagegen sowohl anionische Phospholipide als auch PC effizient

hydrolysieren (Murakami und Kudo, 2004).

1.5.2.2 Vorkommen und Regulation

Die sPLA,-IB ist der erste Subtyp der nicht in Giften, sondern in der Pankreasfllissigkeit
von Tieren und auch dem Menschen nachgewiesen wurde. Deshalb wird sie auch als
pankreatische sPLA, bezeichnet (Seilhammer et al., 1986; Davidson und Dennis, 1990;).
Die sPLA,-IB wird als Zymogen in den pankreatischen Verdauungssaft sezerniert. Erst
durch Abspaltung des N-terminalen Heptapeptids durch Trypsin entsteht die aktive Form
des Enzyms (Murakami und Kudo, 2004). Auch wenn die Verdauung von
Nahrungsphospholipiden scheinbar die physiologische Hauptfunktion der sPLA-IB ist,
wurde dieser Subtyp auch in anderen Organen wie die Lunge, Niere und Milz
nachgewiesen (Tojo et al., 1988).

Die sPLAx-IIA wurde als zweiter sPLA,-Subtyp im Menschen identifiziert und
charakterisiert. Unter physiologischen Bedingungen ist sie kaum nachweisbar, sie konnte
aber in groBen Mengen in der Synovialflissigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis
nachgewiesen werden (Hara et al., 1989; Seilhammer et al., 1989). AuBerdem belegen
Studien, dass die Menge an sPLAxllA im menschlichen Serum mit dem Grad der
entziindlichen Erkrankung ansteigt (Guidet et al., 1996). In unterschiedlichen Geweben
und Zelltypen von verschiedenen Saugerspezies kann durch proinflammatorische Stimuli
die Expression der Gruppe lIA-sPLA, auf mRNA- und Proteinebene induziert werden. Im
Gegensatz dazu flhren antiinflammatorische Zytokine und Glucocortikoide zur Reduktion
ihrer mRNA- und Proteinexpression (Nakano et al., 1990; Oka und Arita, 1991; Crow! et
al., 1991). Die sPLA,-IIA wird zudem konstitutiv in verschiedenen Organen und Geweben
von Ratte und Mensch exprimiert, wie Milz, Thymus, Knochenmark und Immunzellen
(Kramer et al., 1989; Seilhammer et al., 1989), im Darm (Harwig et al., 1995; Qu et al.,
1996) und Leber (Inada et al., 1991; Hatch et al., 1993) AuBerdem kommt sie in der
Tranenflissigkeit vor, wo sie eine wichtige Rolle in Abwehrmechanismen gegen Bakterien
spielt (Qu und Lehrer, 1998).

Untersuchungen an Mausen haben gezeigt, dass es fir die sPLA,-1IA einen natlrlichen
knockout gibt. Dabei handelt es sich um den Mausstamm C57BL/6, bei dem durch eine
Leserahmen-Mutation das sPLA,-1IA-Gen zerstoért ist. Diese Mutation fihrt dazu, dass in
diesem Mausstamm dieser sPLA,-Subtyp nicht als funktionell intaktes Protein exprimiert
werden kann (MacPhee et al., 1995).
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In der Testis von Nagern konnte die Expression des Subtyps sPLA.-IIC nachgewiesen
werden, dort spielt dieser wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Spermatogenese. Im
Menschen existiert dieser Subtyp nur als Pseudogen, worauf das Fehlen eines Teiles des
Exons hindeutet. Als funktionelles Protein konnte es nicht nachgewiesen werden (Chen et
al., 1994).

Die Subtypen sPLA,-IID und sPLA.-IIE weisen eine strukturelle Ahnlichkeit mit der
sPLA,-IIA auf. Im Menschen und in der Maus wird die sPLAx-IID konstitutiv in den
Verdauungsorganen und in den Immunzellen von Milz und Thymus exprimiert (Ishizaki et
al., 1999). Die sPLA.-IIE wird konstitutiv in der menschlichen Lunge exprimiert. Dagegen
wurde sie bei der Maus in verschiedenen Organen wie Uterus, Gehirn, Herz, Leber und
Testis nachgewiesen (Valentin et al., 1999; Suzuki et al, 2000). Sowohl die mRNA-
Expression der sPLA.-IID als auch der sPLA.-IIE kann durch Stimulation mit
Lipopolysaccharid (LPS) in verschiedenen Geweben erhdht werden (Ishizaki et al., 1999;
Suzuki et al., 2000).

Die sPLA.-IIF enthalt als einziger Subtyp eine C-terminale Verldngerung von 30
Aminosauren, welche dazu beitragen kbénnte, Homo- und Heterodimere mit anderen
Proteinen zu bilden (Valentin et al., 1999; Valentin et al., 2000a). Im Menschen wird die
sPLA,-IIF im Thymus, Herz, Niere, Leber und Prostata exprimiert (Valentin et al., 2000). In
der adulten Maus konnte die sPLA.-IIF nur in der Testis nachgewiesen werden (Suzuki et
al., 2000), wogegen im Mausembryo ein hoher sPLA,-IIF-Expressionsspiegel zu finden
ist. Dies lasst vermuten, dass die Expression durch die Entwicklung reguliert wird
(Valentin et al., 1999).

Die sPLA,-V gehort neben der sPLA-1IA, -IID, -IIE und -1IF zur Gruppe II-Unterfamilie, da
sie eine gréBere Homologie mit diesen sPLA,s aufweist als mit der sPLA,-IB. AuBerdem
liegt ihr Gen zusammen mit den Genen der sPLA,s vom Typ Il in einem Gen-Cluster auf
dem gleichen Chromosomen-Lokus (Tischfield, 1997; Valentin et al., 2000a). Die sPLA,-V
wird in der Maus in einem hohen Grad in vielen verschiedenen Geweben, wie Lunge und
Herz exprimiert (Sawada et al., 1999). Auch in humanem Gewebe ist dieser Subtyp zu
finden, wobei im Herz der héchste Expressionsspiegel nachgewiesen werden konnte
(Chen et al., 1994). Die Expression in Immunzellen wie Mastzellen, Makrophagen und T,-
Helferzellen wird als Antwort auf proinflammatorische und immunologische Stimuli erhéht
(Ho et al., 2001). In vivo spielt die sPLA,-V sowohl eine Rolle bei Entziindungsreaktionen,
als auch bei der Signaltransduktion (Murakami et al., 1998 und 1999; Balboa et al., 1996;
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Balsinde ef al., 1999 und 2000). AuBerdem konnte dieser Subtyp intrazellular assoziiert
mit der cPLA, und COX-2 nachgewiesen werden, was die Effizienz der Umwandlung von
Arachidonsaure in Prostaglandine steigert (Bingham et al., 1999).

Die sPLA,-X besitzt sowohl Gruppe |- als auch Gruppe Il-spezifische Merkmale,
weswegen sie zusammen mit den Phospholipasen A, der Gruppe |, Il und V als ,I/1I/V/X
Kollektion“ bezeichnet wird. Wie die sPLA,-IB wird die sPLA,-X als Zymogen synthetisiert,
und erst das Entfernen des N-terminalen Propeptids fihrt zu einem aktiven Enzym
(Hanasaki et al., 1999). Die Expression dieses Subtyps konnte in Verdauungsorganen wie
Dinndarm, Dickdarm und Magen, Testis, Thymus und Milz von Maus und Mensch
nachgewiesen werden (Cupillard et al., 1997). Im Gegensatz zu den Gruppe Il Subtypen
wird die sPLA,-X in der Maus meist konstitutiv exprimiert, und es konnten keine oder nur
geringe Anderungen im Expressionsmuster der mRNA nach LPS-Stimulation

nachgewiesen werden (Kudo und Murakami, 2002).

Der Subtyp sPLA.-Ill ist ein ungewodhnlich groBes sPLA,-Protein mit einem
Molekulargewicht von 55 kDa. Nur in der Ca?**-Bindungsstelle und der katalytischen
Domane zeigt es Homologien zu der I/1l/V/X-Kollektion der sPLA,s. Im Menschen wird
dieser Subtyp in Niere, Herz, Leber und Skelettmuskel exprimiert (Valentin et al., 2000b).

Die sPLA,-XIl ist 19 kDa grof3 und wird im Menschen im Herz, Skelettmuskel, Niere und
Pankreas exprimiert (Gelb et al., 2000). In der Maus wurden zwei SpleiB-Varianten, die
sPLA,-XIIA und sPLA,-XIIB identifiziert, welche unterschiedliche subzellulare Lokalisation
aufweisen (Ho et al., 2001). Bis auf die katalytische Doméane zeigt dieser Subtyp kaum
Homologie zu den anderen Enzymen (Gelb et al., 2000; Ho et al., 2001).

In der folgenden Tabelle 1-2 werden beispielhaft zur Demonstration der Vielfaltigkeit der

PLA.-Enzyme die Eigenschaften und chromosomale Lokalisation der murinen sPLA,- und
cPLA,-Enzyme dargestellt.
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Tabelle 1-2: Eigenschaften und chromosomale Lokalisation der murinen sPLA,- und
cPLA,-Enzyme (nach Touqui und Alaoui-El-Azher, 2001 und Eerola et al. 2006).

GroBe
Familie | Enzym | Haupt-Lokalisationsort (kDa) Ca**-Abhingigkeit | Chromosom
a
Pankreas, Lunge,
sPLA, B 14,1 mM 5
Magen
Lunge, Darm, Magen,
Milz, Leber,
A 13,9 mM 4
entziindliches Gewebe,
Tranenflissigkeit
1[¢] Testis 14,6 mM 4
Milz, Lunge, Pankreas,
IID 14,2 mM 4
Thymus
Uterus, Testis, Haut,
IE . 14,4 mM 4
Niere
IIF Testis, Embryo 16,8 mM 4
Darm, Lunge, Herz,
\Y _ 13,8 mM -
Makrophagen, Niere
Milz, Testis, Leukozyten,
X Verdauungsorgane, 13,9 mM 16
Serum
Herz, Niere,
Xl 18,7 uM -
Skelettmuskel
] Niere, Herz, Leber 55,3 mM -
cPLA, IVA ubiquitar 85 <uM
IVB ubiquitar 114 <uM
IVC Herz- und Skelettmuskel 61 keine
iPLA, \Y| Skelettmuskel 85 keine
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1.5.2.3  Funktionen der sPLA>-Enzyme
1.5.2.3.1 Freisetzung von Arachidonsaure

Die Freisetzung von Arachidonsaure (AA) ist der regulierte, initiale und
geschwindigkeitsbestimmende  Schritt  der  Eicosanoid-Biosynthese. Da  die
cPLA.a hochselektiv  Glycerophospholipiden angreift, welche AA an sn-2 Postion
enthalten, spielt sie eine Hauptrolle in der Produktion von Lipid-Mediatoren, vor allem der
AA (Leslie et al., 1987; Clark et al., 1991).

Es konnte aber gezeigt werden, dass auch die sPLA,s die Fahigkeit besitzen, AA
freizusetzen. Das Abspalten von Fettsduren direkt aus Phospholipiden der intakten
Plasmamembran ist fir die meisten sPLA, Subtypen nicht méglich, da die bevorzugten
anionischen Substrate wie Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylserin (PS) in
der inneren Schicht der Plasmamembran liegen und daher fir die Enzyme schlecht
zuganglich sind. Die &auBere Schicht ist reich an Phosphatidylcholin (PC), woflr die
sPLA,s der Gruppe Il keine besonders hohe Affinitédt zeigen (Singer et al., 2002). Die
Subtypen sPLA,-V und sPLA,-X zeigen dagegen eine relativ hohe Affinitdt zu PC und
sind in der Lage, Fettsduren direkt aus der Plasmamembran intakter, unstimulierter Zellen
abzuspalten (Murakami et al., 1999 und 2001a; Hanasaki et al., 1999).

Fir die Freisetzung von Fettsduren durch sPLA,s wurden prinzipiell drei verschiedene
Wege beschrieben: der Heparansulfat-Shuttling Weg, der externe Plasmamembran-Weg
und der M-Typ-sPLA,-Rezeptor Weg, welche in Abbildung 1.7 schematisch dargestellt
sind.
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Heperansulfat-Shuttling-  Externe Plasmamembran- sPLA; M-Typ-Rezeptor-
Weg Weg Weg

Plasmamembran

,zungeordnete
Membran-

Zytosol
Internalisierung I

I AA l

I
,I P
COX <« AA< cPLA Intrazellulire

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der verschiedenen Wege zur Freisetzung von
AAdurch sPLA;s (nach Kudo und Murakami, 2002).

Der Heparansulfat-Shuttling Weg:

Die Subtypen sPLAx-1IA, sPLA.-IID und sPLA.-IIE setzen Fettsduren fast ausschlieBlich
Ober den Heparansulfat-Shuttling Weg frei und auch die sPLA.-V kann diesen Weg
nutzen. Wegen der kationischen Natur dieser Enzyme kdnnen sie mit den negativ
geladenen Heparansulfatketten der Proteoglycane in der Plasmamembran interagieren
(Murakami et al., 1998). Auf diese Weise binden die Enzyme an Glypican, ein Heparan-
Proteoglykan. AnschlieBend werden sie in Calveolae sortiert und nach Zell-Aktivierung
durch Endozytose zu perinukledren Membrankompartimenten transportiert (Murakami et
al., 1999, 1999a und 2001a). Die durch das Shuttling verursachte Umverteilung der
sPLA.s in intrazellulare Membrankompartimente ermdglicht den Kontakt mit ihren
bevorzugten Phospholipidsubstraten. Zusatzlich wird die Kolokalisation mit den
nachfolgenden Enzymen der Eicosanoid-Biosynthese wie den Cyclooxygenasen oder
Lipoxygenasen erleichtert. Dies wiederum fihrt zu einer gesteigerten Eicosanoid-
Produktion (Murakami und Kudo, 2004).

Aufgrund ihrer Ladung ist die sPLA,-X nicht in der Lage, an Heparansulfat zu binden und
kann somit Uber diesen Weg keine Fettsaduren freisetzen (Hanasaki et al., 1999).
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Der externe Plasmamembran-Weg:

Wie oben erwdhnt kdénnen die Subtypen sPLA,-V und sPLA,-X unabhangig von
Heparansulfat Arachidonsdure und Lysophosphatidylcholin (LPC) von der PC-reichen
Plasmamembran abspalten. Die sPLA,-X zeigt die héchste Affinitat zu PC und erreicht
somit auch die héchste Freisetzung von Arachidonsdure (AA) direkt aus der
Plasmamembran (Hanasaki et al., 1999; Murakami et al., 1999).

Die sPLA.-V kann lber den Heparansulfat-Shuttling-Weg oder auch {ber den externen
Plasmamembran-Weg AA freisetzen, da er sowohl Affinitat fir Heparansulfat (Murakami
et al., 1999, 1999a und 2001a), als auch fir Phosphatidylcholin aufweist (Han et al., 1999;
Kim et al., 2001). Die sPLA,-V kann nur die Membranen von nicht-adharenten Zellen wie
Neutrophilen angreifen (Han et al., 1999), wogegen die sPLA,-X auch Fettsduren aus der
Plasmamembran von adharenten Saugerzellen freisetzt (Bezzine et al., 2000).

Durch das direkte Angreifen an der Plasmamembran besitzt auch die sPLA.-IIF die
Fahigkeit, AA freizusetzen. Dieser Angriff ist allerdings nur an den ,ungeordneten
Membranmikrodoméanen® (,pertubed membrane microdomains®) der Plasmamembran
mdglich (Murakami et al., 2002). Unter den ungeordneten Membranmikrodomanen
versteht man Membranbereiche, die eine veranderte Phospholipid-Asymmetrie aufweisen,
wodurch auch anionische Phospholipide in der &auBeren Plasmamembran-Schicht
auftreten. Diese Phospholipid-Asymmetrie wird z.B. durch die Aktivierung von Zellen
aufgrund von entziindungsférdernden  Stimuli hervorgerufen, so dass es zur
Umstrukturierung der Phospholipid-Zusammensetzung und zur Auflockerung der
Plasmamembran kommt. Dies wiederum ermdglicht der sPLA-IIF, die keine hohe Affinitat
zu Phosphatidylcholin  besitzt, mit ihrer C-terminalen Verlangerung an die
Plasmamembran zu binden, Phospholipide der inneren Schicht anzugreifen und aus
diesen Fettsauren abzuspalten (Kudo und Murakami, 2002).

Der sPLA> M-Typ -Rezeptor-Weg:

Die sPLA.-IB kann weder Uber den Heparansulfat-Shuttling-Weg noch tber den externen
Plasmamembran-Weg Arachidonsaure (AA) freisetzen, da sie sowohl fur Heparansulfat
als auch fur PC nur eine sehr geringe Affinitdt aufweist (Murakami et al, 2001a).
Trotzdem kann die sPLA.-IB indirekt Gber die Bindung an den M-Typ sPLA,-Rezeptor
(MTR) die Freisetzung von AA initieren (Ancian et al, 1995; Lambeau und Lazdunski,
1999). Uber einen Rezeptor-vermittelten Signalweg wird entweder die cPLA.a aktiviert
(Huwiler et al., 1997; Fonteh et al., 2000) oder aber die Expression der sPLA.-IIA
induziert, welches die Freisetzung von AA zur Folge hat (Kishino et al., 1994). Die
Bindung der sPLA,-IB an den MTR ist unabhangig von ihrer katalytischen Aktivitat.
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Der Aufbau und die Funktion des MTR sowie die Bindungseigenschaften der
verschiedenen sPLA,-Subtypen an diesen Rezeptor werden in einem spéateren Kapitel

ausfihrlich besprochen.

1.56.2.3.2 Weitere physiologische und pathophysiologische Funktionen der sPLAzs

Neben ihrer Aufgabe, Arachidonsdure als Substrat fir die Eicosanoid-Biosynthese zu
liefern, Uben sPLA,s aufgrund ihres variierenden Expressionsmusters in Geweben und
Organen weitere vielfaltige physiologische sowie pathophysiologische Funktionen aus.
Unter physiologischen Bedingungen scheint die Hauptaufgabe der sPLA.-IB die Spaltung
von Nahrungsphospholipiden in der Pankreasflissigkeit zu sein. Aber auch eine Funktion
bei der Zellmigration und Zellproliferation konnte diesem Subtyp zugeordnet werden
(Kundu und Mukherjee, 1997; Arita et al., 1991; Kishino et al., 1994). Eine sehr wichtige
physiologische Rolle der sPLA,-11A ist ihre antibakterielle Wirkung, wobei sie gegen Gram-
positive Bakterien am effektivsten wirkt. Wegen ihrer Praferenz zu Phosphatidylglycerin
kann sie gut an der anionischen Bakterienmembran, die hauptséchlich aus diesem
Phospholipid besteht, angreifen und sie zerstéren (Foreman-Wykert et al., 1999). Durch
ihnre Préasenz, z.B. in der Trénenflissigkeit spielt sie eine wichtige Rolle in
Abwehrmechanismen gegen Bakterien (Qu und Lehrer, 1998).

Auch pathophysiologisch spielen sPLA.s eine wichtige Rolle. In verschiedenen Studien
konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit entziindlichen Krankheiten der sPLA.-
Spiegel in den Extrazellularflissigkeiten dramatisch erhéht ist. Es wurden hohe
Konzentrationen der sPLAx-IIA im Serum von Patienten mit septischen Schock (Vadas
und Pruzanski, 1993) oder in der Synovialflissigkeit bei Patienten mit rheumathoider
Athritis nachgewiesen (Seilhammer et al., 1989). Dagegen wurde bei akuter Pankreatitis
ein erhdhter Spiegel der sPLA,-IB detektiert (Nevalainen et al., 1985). Aber auch bei
anderen Krankheitsbildern wie Morbus Crohn, bronchiales Asthma, Atherosklerose, Krebs
oder Psoriasis konnte den sPLAys eine entscheidenede Rolle zugewiesen werden
(Haapamaki et al., 1998; Bowton et al., 1997; Sartipy et al., 2000; Morioka et al., 2000;
Haas et al., 2005)

1.5.2.3.3 Die Rolle der sPLAzs in der Sauger-Niere

In der Niere, speziell in den glomeruldren Mesangiumzellen wurde hinsichtlich ihrer
Regulation und Funktion bisher vorwiegend die sPLA,-IIA untersucht. Nach Stimulation
der Zellen mit proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. Interleukin-1 wird sie auf

transkriptioneller Ebene induziert und als Protein aus sekretorischen Vesikeln in der
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Extrazellularraum freigesetzt (Pfeilschifter, 1995). Wé&hrend einer Pankreatitis konnten
erhéhte Spiegel der sPLA.-IIA in der Niere nachgewiesen werden, was weiterfihrend zu
einem multiplen Organversagen fuhren kann (Nevalainen et al, 1999; Patrick ef al.,
2001). In Mesangiumzellen der Ratte konnte gezeigt werden, dass exogen zugeflhrte
sPLA.-1IA die MAPK-Kaskade stimuliert und dies zu einer frihen Aktivierung der cPLAa
und damit zur Eicosanoid-Biosynthese fihrt (Suguira et al., 1995; Huwiler et al., 1997).
Dies wird als ,cross-talk”zwischen sPLA, und cPLA, bezeichnet.

Auch die sPLA,-IB konnte in der Niere bei Pankreatitis-Erkrankten nachgewiesen werden
(Nevalainen et al., 1999; Uhl et al., 1997). Des Weiteren liegt im Plasma von Patienten
mit chronischem Nierenversagen eine 10fach erhdéhte Menge dieses Subtyps vor
(Peuravuori et al, 1993). Dies deutet darauf hin, dass auch die sPLA,-IB an
pathophysiologischen Prozessen beteiligt ist. Ebenso wie die exogene Stimulation mit der
sPLA.-1IA kann auch die Behandlung von Ratten-Mesangiumzellen mit exogener sPLA,-
IB zu einer Stimulation der MAPK-Kaskade und zur Aktivierung der cPLA.a flihren
(Huwiler et al., 1997), wobei dies unabhangig von ihrer katalytischen Aktivitat vermittelt
wird (Kishino et al.,, 1995). Des Weiteren wurde gezeigt, dass durch die exogen
zugesetzte sPLA,-IB die Zytokin-stimulierte Transkription der proinflammatorischen
SPLA,-1IA in diesen Mesangiumzellen Uber die Aktivierung des Peroxisom-Proliferator-
aktivierte Rezeptors a (PPARa) potenziert werden kann. Dieser Effekt scheint durch die

Bindung der sPLA,-IB an den M-Typ-Rezeptor vermittelt zu werden (Beck et al., 2003).

Zur Funktion der anderen sPLA,-Enzyme in der Niere ist weit weniger bekannt. Der Grund
hierflr ist, dass bis vor kurzem keine spezifischen Antikérper und Inhibitoren zur
Verflgung standen, um Studien zur Aufklarung der Rolle der verschiedenen neuen
sPLA,s in physiologischen und pathophysiologischen Prozessen insbesondere in der

Niere durchzufihren.

1.6 Der sPLA, M-Typ-Rezeptor

Bisher wurden zwei Typen von sPLA, Rezeptoren ndher beschrieben: der N-(neuronal)-
Typ-Rezeptor und der schon erwahnte M-(,muscle”)-Typ-Rezeptor (MTR).

Zur Charakterisierung des N-Typ-Rezeptors wurde Oxyuranus scutellatus 2 (OS.), eine
neurotoxische sPLA,, isoliert aus dem Gift der Taipanschlange, als hoch affiner Ligand
verwendet. Der Rezeptor wird vorwiegend in neuronalem Gewebe exprimiert und spielt
wahrscheinlich eine entscheidende Rolle bei den von sPLA,s vermittelten neurotoxischen
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Effekten (Lambeau et al., 1989). Die Subtypen sPLA,-IB und —IIA binden nur mit sehr
geringer Affinitdt an diesen Rezeptortyp und spielen daher als endogene Liganden keine
physiologische Rolle (Lambeau und Lazdundski, 1999).

Der M-Typ-Rezeptor (MTR) wurde zuerst in Skelettmuskeln identifiziert, wird aber auch in
vielen anderen Geweben exprimiert (Hanasaki und Arita, 1999a). Er weist eine
signifikante Homologie zum Mannoserezeptor von Makrophagen auf, welcher an der
Endozytose von Glykoproteinen beteiligt ist (Taylor et al., 1990). Der MTR ist ein Typ-1
transmembranes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 180 kDa. Der gréBte Teil
des Proteins, welcher das cysteinreiche N-terminale Ende, eine Fibronectin Typll Doméane
und acht ,Carbohydrate Recognition““Domanen (CDR) enthélt, liegt extrazellular.
AusschlieBlich das kurze C-terminale Ende liegt intrazellular vor (Hanasaki und Arita,
2002; siehe Abb.1.8).

Cystein- Fibronectin-
reiche ahnliche Typll- CDR-éhnliche Transmembran Zytoplasmatische
Doméne Domane Domane Doméne Domane

Kalzium- Inhibierung der
Schleife sPLA,-Aktivitat

| sPLA,-Internalisierung |

Abbildung 1.8: Schematische strukturelle Darstellung des M-Typ-Rezeptors (nach
Valentin und Lambeau, 2000).

Die Bindungseigenschaften der verschiedenen sPLA,-Subtypen an den MTR sind sehr
spezies-spezifisch. In der Maus und der Ratte wurde die sPLA.-IB als endogener Ligand
identifiziert, welcher mit hoher Affinitdt an den Rezeptor bindet. Dagegen weist dieser
Subtyp im humanen System nur eine sehr niedrige Affinitdt zum MTR auf. Auch die
sPLA 1A ist in der Maus ein affiner Ligand, besitzt aber eine 10fach niedrigere Affinitat
zum Rezeptor als die sPLA,-IB (Cupillard et al., 1999). Ebenfalls als hoch-affiner Ligand
wurde die murine sPLA,-X identifiziert (Yokota et al., 2000). Dabei zeigt sich aber, dass
das Proenzym eine schwachere Bindung aufweist als die reife Form. So ist das Abspalten
des Propeptids flr das hoch-affine Bindungsverhalten notwendig. Dies wurde ebenfalls fir
die sPLA.-IB nachgewiesen (Kennedy et al., 1995). Die sPLAIID kann trotz ihrer
strukturellen Ahnlichkeit zur sPLA,-1IA nicht an den MTR binden (Valentin et al., 1999).
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In verschiedenen Zellsystemen konnten Rezeptor-vermittelte Effekte der sPLA.-IB
unabhangig von ihrer katalytischen Aktivitat beobachtet werden, wie z.B. Zellproliferation,
Zellmigration, Hormon-Ausschittung und Eicosanoid-Produktion (Hanasaki und Arita,
2002). M-Typ-Rezeptor-knockout-Mause  zeigten bei einem  LPS-induzierten
endotoxischen Schock eine signifikant hdhere Uberlebensrate. Auch die Plasmaspiegel
von TNFo und IL-1B sind nach LPS-Gabe in den Rezeptor-defizienten Mausen wesentlich
niedriger im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen. Dies deutet an, dass der MTR eine Rolle
bei der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wéahrend des endotoxischen
Schocks spielt (Hanasaki et al.,, 1997). AuBerdem besitzt der MTR auch endozytotische
Fahigkeiten und kann sPLA,-Liganden internalisieren und degradieren. Durch das
~Wegfangen“ der sPLA,s aus der Extrazellularfliissigkeit wird ihre enzymatische Aktivitat
unterbunden (Yokota et al., 2001). Neben dem membrangebundenem Rezeptor wurde
auBerdem ein I6slicher, zirkulierender Rezeptor nachgewiesen. Dieser besitzt alle sPLA,-
Bindungseigenschaften und kann durch das Wegfangen zirkulierender sPLA,-IB und —X
deren pathophysiologische Funktionen blockieren (Higashino et al., 2002).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Sekretorische Phospholipasen A, kénnen aufgrund ihrer Fahigkeit, Fettsduren aus
Phospholipiden freizusetzen, Lipidmetabolite produzieren oder Signaltransduktionswege
Uber den spezifischen sPLA, M-Typ-Rezeptor aktivieren. Insbesondere die Freisetzung
von Arachidonsaure durch die sPLA,s stellt ein wichtiges Ereignis dar, da diese als
Substrat fir eine langanhaltende, erhdéhte Prostaglandin-Biosynthese dient.
Prostaglandine haben in der Niere nicht nur eine wichtige physiologische Funktion
sondern spielen bei der Entstehung und Progression entziindlicher Nierenerkrankungen
wie der Glomerulonephritis eine wichtige Rolle. Da eine erhdhte Genexpression und
Sekretion von sPLA,s ein frilhes Ereignis in entzlindlichen Erkrankungen der Niere
darstellt, sollen die Untersuchungen dieser Arbeit dazu beitragen, die Funktion der sPLA,s
als proinflammatorische Enzyme aufzuklaren.

Die Untersuchungen wurden an glomeruldren Mesangiumzellen aus der Maus
durchgefiihrt, da dieser Zelltyp bei entziindlichen Nierenerkrankungen wie der
Glomerulonephritis eine zentrale Rolle spielt. Da bei Beginn dieser Arbeit noch keine
Daten zum Expressionmuster der verschiedenen sPLA, Subtypen in Maus-
Mesangiumzellen vorlagen, sollte dies durch umfassende Analysen erstellt werden. Da flr
nahezu alle Antikérper der verschiedenen murinen sPLA,-Subtypen zur Verfligung
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standen, konnten diese Untersuchen sowohl auf mRNA-Ebene mittels semiquantitativer
und quantitativer PCR, als auch auf Proteinebene mittels Western-Blot-Analyse
durchgefiihrt werden. Um Unterschiede in der Expression der vorhandenen Subtypen
unter entziindlichen Bedingungen auszumachen, wurden die Mausmesangiumzellen mit
einer Kombination aus proinflammatorischen Zytokinen (Interleukin-1p,
Tumornekrosefaktor o und Interferon y) behandelt, um in-vitro eine Entziindungsreaktion
zu simulieren. AuBerdem sollte untersucht werden, ob extrazellulare sPLA,s potentiell an
der Produktion von Zytokinen und an der Zytokin-induzierten Signaltransduktion beteiligt

sein kdnnten.

Dass auch der MTR eine Rolle bei der Entziindungsreaktion spielt, zeigten Studien von
Hanasaki et al. (1997), bei denen MTR-knockout-Mause nach Behandlung mit
Lipopolysaccharid (LPS) eine verringerte Mortalitit sowie erheblich reduzierte
Plasmaspiegel an IL-1f und TNFa aufwiesen. Um die Rolle des MTR in zellularen
Entzindungsreaktionen untersuchen zu kdnnen, wurden Mesangiumzellen aus MTR-
knockout-Mdusen als Modellsystem verwendet. Durch die Behandlung dieser Zellen mit
exogen zugesetzten rekombinanten sPLA,s sollte untersucht werden, ob intrazellulare
Effekte der sPLAs in Abwesenheit des Rezeptors auftraten. Zum Vergleich wurden aus
den Wildtyp-M&ausen isolierte Mesangiumzellen entsprechend behandelt.

Die Untersuchungen dieser Arbeit sollen dazu beitragen, die Wirkungsweise der sPLA,s
als proinflammatorische Enzyme sowie die Funktion des MTR besser zu verstehen, um
spezifische Inhibitoren oder sPLA,-Rezeptor-Antagonisten als therapeutisch relevante
Substanzen in Entziindungsprozessen etablieren zu kénnen.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Aceton

Acrylamid/biacrylamid Lésung
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Bacto-Trypton

Bacto-Hefe Extrakt
Bacto-Agar

Bromphenolblau
Calciumchlorid (CaCly)
Chlorophorm

Coomassie Brilliant Blau R250
Dextransulfat Natriumsalz
Diethylpyrokarbonat (DEPC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DL-Dithiothreitol (DTT)
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylen-glycol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N",N’-tetraessigsaure (EGTA)
Ficoll

Formaldehyd

Formamid

Gelatine

Glycerin

Glycin

HEPES (pH 7,9)

IGEPAL Ca630

Isopropanol
Isopropylthiogalaktosid (IPTG)
Kaliumchlorid (KClI)
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Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Applichem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Applichem, Darmstadt

Applichem, Darmstadt
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Fluka, Seelze

Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Fluka, Seelze

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Leupeptin

B-Mercaptoethanol

Methanol

MOPS

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
di-Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat
(NapHPO4xH,0)

Natriumhydroxid (NaOH)
N-Naphtyethylendiamin-Dihydrochlorid
N’-N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Paraformaldehyd
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyvinylpyrolidon

Sulfamilamid

Trichloressigsaure (TCA)

Tris

Triton-X 100

Tween 20
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-f-
D-Galactopyranosid (X-Gal)

Xylol

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Fluka, Seelze

Roth, Karlsruhe

Fluka, Seelze

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Applichem, Darmstadt
Roche Biochemicals, Mannheim
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt

2.2 Molekularbiologische Reagenzien und Kits

ABI-PrismTM Dye Terminator Cycle
Sequenzing Kit

Agarose

DNA aus Heringssperma

DNA Molekulargewichtsmarker
(100 bp Marker)

DNase |

Nukleotid-Triphosphate (ANTP)
Oligonucleotide-(dT)15 Primer

28

Applied Biosystems,
Warrington, UK
Eurogentec, Kdin
Roche, Mannheim

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Roche Biochemicals, Mannheim
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Promega, Mannheim
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Qiaquick Qiagen Gel Extraction Kit
Qiagen Plasmid Mini Kit
Rediprime TM Il

Red Taq DNA Polymerase

Restriktionsenzym Eco Rl
Superscript Il RNase H-RT
TOPOTM TA-Cloning Kit
Trizol® Reagenz

Kit SYBR Green

2.3 Oligonukleotide

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Amersham, Freiburg
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim

Gibco, Karlsruhe
Invitrogen, Groningen (NL)
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Qiagen, Hilden

2.3.1 Primer fUr die Realtime-PCR

Tabelle 2-1: Primer der Realtime-PCR flr die Maus
Maus Pr!mgr 1 (sense) Prim’er'2 (:antisense) Léngg des
5°-3°-Richtung 3°-5"-Richtung Amplikons
sPLA>-IB CCCCAGTGGACGACTTAGACA TCCAGCTTCTTGGCCTGACT 69bp
SPLA>-IIC | TTGCCATCTTCCTTGTCTTCATC CATCCTCTGGAACTGCCAGAA 73bp
SPLA2-IID ATCTCCCAGGGCACTATCCA CCTCCTTGTCACAAGCACACA 75bp
SPLAx-IIE | CCCAAGCTGGAAAAGTACCTCTT CGCTGGCAAGCCGTTCT 73bp
SPLA-IIF TCAGGGCCTCTCCCTCTAAAA GGACTGCGATGGCAAAGAAT 68bp
SPLAx-III TGGCCCAAAACATCAAAGTG GGCTTGATCTGGTGCTCACA 77bp
SPLAx-V CCCCAAGGATGGCACTGAT GCACAGTCTTTTTCCTCCAGTTG 74bp
SPLA>-X GGCTGTTATTGTGGCCTTGGT TCCTGAGCCCGAGAGTAGCA 94bp
SPLA>-XIIA | CGCTCGGACTATCTCAGAACGT AAATGGATGACGCTGTCAAAGA 72bp
sPLA>-XIIB CTGGGCTTTGTCTCCAACGT GGTCCACACGGTGTTGAACA 71bp
R"e”z'e% . AGGGCATCGCCCAAGATT CGCTCTGGATAATGAAAATTCCTT 80bp
CcPLA; CAGCTCTCAGGATTCCTTCGA TCATATATTCGTTCAAATTCATCTGGAT 110bp
iPLA: TCCATGAGTACAATCAGGACATGA | AGAAACGACTATGGAGAGTTTCTTCAC 73bp
Mip-2 CACTGCGCCCAGACAGAAG AACTTTTTGACCGCCCTTGAG 50bp
COX-1 CAGACCACTCGCCTCATCCT GCACATACTCCTCAATGACAATTTTG 60bp
CcoX-2 CCCTGAAGCCGTACACATCA TGTCACTGTAGAGGGCTTTCAATT 80bp
GAPDH TGGCATTGTGGAAGAACTCA CGAGTACCAGGGAGATTTT 77bp

Alle verwendeten Oligonucleotid-Primer fur die Real-Time PCR stammen von der Firma

Proligo France SAS, Paris, Frankreich. Die Stocklésungen (100uM) wurden vor Gebrauch

1:100 mit H,O verdinnt (Arbeitsldsung 1uM). Beide Lésungen wurden bei -20°C gelagert.
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2.3.2 Primer fUr die Reverse Transkriptase (RT)-PCR

Tabelle 2-2: Primer der RT-PCR fir die Maus

Maus Pr[mgr 1 (sense) Prim,er'2 (_antisense) Léngg des
5°-3’-Richtung 3°-5'-Richtung Amplikons
sPLA>-IB ACCCCAGTGGAGGACTTAGA TCACGGTCACAGTTGCAGAT 197bp
SPLA-IIC CCGGGATCCTAGAAAACACA TGTCCCGAACATCCTCCTTC 200bp
SPLA2-IID GAACCACCGGCCTAATTACA GATGAAGGTAGGCTGGGTCA 200bp
SPLA2-IIE CCTGCGAGTGTGACAAGAGA ATGAGTCTGCTGGGAGAGGA 206bp
SPLA-IIF AACACTCCACTGGACGGAAG GTAGCCCACAAAGGACAGGA 203bp
SPLA-III CTGCAAGTAACCCAGGCAAT CCTTGAGGTTCCTTCCATCA 200bp
SPLAz-V CTCACACTGGCTTGGTTCCT CATAACAACGGTGGTGCATC 202bp
SPLA>-X GTGACGAGGAGCTGGCTTAC CTTGGACTCCGGTGACTCTC 199bp
SPLA>-XIIA | GGGCAGGAACAGGACCAGACCA | GGTTTATATCCATAGCGTGGA 179bp
sPLA,-XIIB | CCACAGTGGTCCTGGGAAGTAA | GGTTTATATCCATAGCGTGGAA 1230p
TGGG CAGG
R/‘\;’z-;g% . CTCTCTGTGCCCTCATGTCAAG | GAGCATTCAACCAAACCATCTG 758bp
cPLA; GTTTGTTCATGCCCAGACCT ATCCCCGACTCATACAGTGC 239bp
iPLA2 CCGTATGAAGGACGAGGTGT CGGTGGCTTCAGGTTAATGT 241bp
MiP-2 AGTGAACTGCGCTGTCA TCCAGGTCAGTTAGCCT 216bp
COX-1 ACAGTATCACCTGCGGCTCT GAAGCCAGATCGTGGGAAG 200bp
Ccox-2 CCCCCACAGTCAAAGACACT AGTTGCTCATCACCCCACTC 196bp
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 452bp
Tabelle 2-3: Primer der RT-PCR fir die Ratte
Ratte Pri’mt’er 1 (sense) Prim’er’2 (_antisense) Léngg des
5°-3’-Richtung 3°-5"-Richtung Amplikons
sPLA>-IB CCTCGCCAAGATGAAACTCC CGGTGCAGAAATAAGACAGC 513bp
R";"Z?gt’(;r TGCACCCTGGCTCTTCTATCA CGCATCGCTTTCTCTGGCTAT 304bp
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC TCCACCACCCTGTTGCTGTA 452bp

Alle verwendeten Oligonucleotid-Primer fiir die RT PCR stammen von der Firma
Invitrogen, Groningen (NL). Die Stockldsungen (1ug/pl) wurden vor Gebrauch 1:20 mit
TE-Puffer verdiinnt (Arbeitslésung 50 ng/ul). Beide Lésungen wurden bei -20°C gelagert.
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2.4 Radiochemikalien
5'[0-*2P]-dCTP,

spezifische Aktivitat 37 MBg/mmol
['2°-1] spezifische Aktvitat 3.7 Gbg/ml

[1-C'] -Olsaure-markierte E.coli-Membranen

Amersham, Braunschweig
Perkin Elmer LS, Courtaboeuf,
Frankreich

Biotrend, KdIn

2.5 Immunologische Reagenzien und Kits

Bradford-Reagenz

CD-4-Isolierungs-Kit

ECL Reagenz System

Magermilchpulver

Maus MIP-2 Quantakine ELISA Kit

Full Range Rainbow Molekulargewichtsmarker
PGE, Enzym-Immunoassay Kit

PGF;, Enzym-Immunoassay Kit
Rinderserum-Albumin (BSA)

Ziegenserum

2.6 Antikorper

2.6.1 Erst-Antikérper

anti-pB-Aktin (Maus, monoklonal)
anti-,smooth-muscle“Aktin (Maus, monoklonal)
anti-Zytokeratin (Maus, mmonoklonal)
anti-Maus sPLA, (Kaninchen, polyklonal)
sPLA.-IB, sPLA,-1ID, sPLA,-IIE,

SPLA,-V, sPLA,-X
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Roth, Karlsruhe

Miltony Biotec, Bergisch-Gladbach
Amersham Pharmacia, Freiburg
Fluka, Seelze

R&D Systems, Wiesbaden
Amersham Pharmacia, Freiburg
Bio Trend, Kéin

Bio Trend, Kéin

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Santa Cruz, Heidelberg

ICN, Eschwege
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deiesenhofen

zur Verfligung gestellt von Dr. G.
Lambeau, Sophia-Antipolis Valbonne,
Frankreich
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SPLA,-Pra-Immunserum (Kaninchen)

SsPLA.-IB, sPLA,-1ID, sPLA,-IIE,

sPLA,-V, sPLAx-X zur Verfligung gestellt von Dr. G.
Lambeau, Sophia-Antipolis
Valbonne, Frankreich

anti-Maus sPLA, M-Typ-Rezeptor

(Kaninchen, polyklonal) zur Verfligung gestellt von Dr. G.
Lambeau, Sophia-Antipolis
Valbonne, Frankreich

anti-Ratte sPLA,-IB (Kaninchen, polyklonal) zur Verfligung gestellt von Dr. T
Nevalainen, Univerity of Turku,
Finnland

anti-Ratte HIS-48 (Kaninchen, polyklonal) zur Verfligung gestellt von Dr. P.

Heeringa, Maastricht, Niederlande
anti-Ratte ED-1 (Kaninchen, polyklonal) zur Verfigung gestellt von Dr. P.
Heeringa, Maastricht, Niederlande
anti-Maus iNOS N-treminal
(Kaninchen, polyklonal) zur Verfligung gestellt von Prof. J.
Pfeilschifter, Institut fir Allgemeine
Pharmakologie, Uniklinikum,

Frankfurt
anti-Maus COX-1 (Kaninchen, polyklonal) Santa Cruz, Heidelberg
anti-Maus COX-2 (Ziege, polyklonal) Santa Cruz, Heidelberg
anti-Thy1.1 Klon OX-7 (monoklonal) European Collection of Animal Cell

Cultures, Salisbury, England

2.6.2 Zweit-Antikbrper

2.6.2.1 Zweit-Antikorper fur Western-Blot Analyse

Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltes
Esel-anti-Kaninchen IgG Amersham Pharmacia, Freiburg
Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltes

Schaf-anti-Maus 1gG Amersham Pharmacia, Freiburg
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Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltes
Esel-anti-Ziege IgG

2.6.2.2 Zweit-Antikorper fur Immunfluoreszenz

Alexa 488-gekoppeltes Ziege-
anti-Kaninchen IgG
Alexa 488-gekoppeltes Ziege-
anti-Maus IgG griin

Santa Cruz, Heidelberg

Molecular Probes, Géttingen

Molecular Probes, Géttingen

2.7 Medien und Substanzen fur die Zellkultur

2.7.1 Medien und Medienzuséatze

RPMI 1640 Medium + GlutaMAX |
Nicht-essentielle Aminosauren (100x)
Penicillin-Streptomycin 10.000 U/ml
HEPES 1M
Fotales Kélberserum
B-Mercaptethanol 10 mM
Insulin-Transferrin-Natriumselenit (ITS)
D-MEM + 4500 mg/l Glucose

+ GlutaMAX |

- Pyruvat

Rinder-Insulin

2.7.2 Substanzen

Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)
ohne CaCl,
Trypsin/ EDTA
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Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Biochrom, Berlin

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Roche, Mannheim

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Gibco Life Technologies, Karlsruhe
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2.8 Zelllinien

murine Mesangiumzellen aus Wildtyp
(C57BL/6) und sPLA, M-Typ-Rezeptor-
knockout Mausen

Primare Ratten-Mesangiumzellen

Ratten-Endothelzellen

2.9 Nierenschnitte

Paraffinschnitte von Nieren aus Wildtyp
(C57BL/6) bzw. sPLA, M-Typ-Rezeptor-
knockout Mause

Paraffinschnitte aus Kontrollnieren bzw. Anti-
Thy1.1.-induzierter Glomerulonephritis aus
der Ratte

zur Verfligung gestellt von Prof. Dr.
A. Huwiler, Institut fir Allgemeine
Pharmakologie, Uniklinik, Frankfurt
zur Verfigung gestellt von Prof. H.
Radeke, Institut fir Allgemeine
Pharmakologie, Uniklinik Frankfurt
zur Verfligung gestellt von Dr. Stahl,
Hamburg

Hergestellt von Dr. M. Wagenblast
und R.Hanagarth, Zentrale
Forschungs-Einrichtung,Uniklinik,
Frankfurt am Main

zur Verfligung gestellt von Dr.

T.Ostendorf, Universitit Aachen

2.10 Reagenzien zur Stimulation von Zellen

Tumor Nekrose Faktor-o. (TNF-o)
Interleukin 1-B (IL-1B)
Interferon-y (IFN-)
Methyl-Indoxam
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Knoll AG, Ludwigshafen

Cell Concepts, Umkirch
PeproTech, London, UK

zur Verfligung gestellt von Dr. G.
Lambeau, Sophia-Antipolis
Valbonne, Frankreich
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Pyrrolidin-1

DETA-NONOQOate

NG- Monomethyl-L-Arginin-Monoacetat

(L-NMMA)
Oxyuranus scutellatus Toxin 2
(0Sy)

Indomethacin

Rofecoxib

Rekombinante Proteine:
SPLA,-IB (Schwein)
sPLA.-IB (Rind)
sPLA-1IA (Mensch)
sPLA,-V (Maus)
sPLA,-X (Mensch)

2.11 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran

Genescreen TM Membran
Réntgenfilme (HyperfilmTMMP)
Whatman 3 MM Papier
Zellkulturflaschen / -schalen
6-Loch Platten, 96-Loch-Platte
ELISA-Testplatten
Zellkulturréhrchen (50 ml, 15 ml)
SzintillationsgefaBe

35

zur Verfligung gestellt von Dr. G.
Lambeau, Sophia-Antipolis
Valbonne, Frankreich

Alexis Biochemicals, Griinberg

Alexis Biochemicals, Griinberg

zur Verfligung gestellt von Dr. G.
Lambeau, Sophia-Antipolis
Valbonne, Frankreich

Sigma Aldrich, Deisenhofen

zur Verfligung gestellt von Dr. G.
Lambeau, Sophia-Antipolis
Valbonne, Frankreich

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Roche Biochemicals, Mannheim

zur Verfligung gestellt von Dr. G
Lambeau, Sophia-Antipolis,
Frankreich

Millipore, Eschborn

NEN, Kdln

Amersham Pharmacia, Freiburg
Merck, Darmstadt

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Falcon, Oxnard, USA

Becton Dickinson, Heidelberg
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2.12 Bakterienmedien

Luria-Bertani Medium (LB)

LB-Ampicillin-Agar

2.13 Zellkulturmedien

Wachstumsmedium:
RPMI 1640 fir Mesangiumzellen
(500 ml)

D-MEM fir Endothelzellen
(500 ml)

36

1% Bacto-Trypton

0,5% Bacto-Hefe Extrakt

1% NaCl

50 pg/ml Ampicillin (nach dem
Autoklavieren zugeben)

pH 7,4

LB Medium (chne Ampicillin)
1,5% Bacto-Agar

50 pl/ml Ampicillin (nach
dem Autoklavieren zugeben)
pH 7,4

+125mIHEPES 1 M

+ 6 ml 100 x MEM nicht essentielle
Aminos&uren

+ 6 ml Penicillin-Streptomycin
10.000 U/ml

+250ul ITS

+ 225 pl B-Mercaptoethanol 10 mM

+ 50 ml fétales Kéalberserum (10%)

+ 50 ml fétales Kéalberserum (10%)
+ 6ml Penicillin-Streptomycin
10.000 U/ml
+ 500 pl Insulin (5 mg/mlin PBS/ 2%
Essigsaure)
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Hungermedium:
D-MEM (500 ml)

2.14 Reagenzien zur DNA-Analyse

Ethidiumbromid-Stammiésung

Tris/Acetat/EDTA-Puffer (TAE)
(50x)

Tris/EDTA-Puffer (TE)

DNA-Ladepuffer

2.15 Reagenzien zur RNA-Analyse

Formaldehyd/Acetat/EDTA-Puffer (FAE)
(10x)

FA Proben-Puffer
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+ 1ml BSA/PBS (1%)

+ 6 ml Penicillin-Streptomycin
10.000 U/ml

+ 500 pl Insulin (5 mg/mlin PBS/ 2%
Essigsaure)

10 mg/ml Ethidiumbromid in TE-
Puffer

2 M Tris
250 mM Natriumacetat
50 mM EDTA (pH 8,0)

10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA (pH 8,0)

0,2 M EDTA (pH 8,0)
0,2% Bromphenolblau (v/v)
0,2% Xylencyanol (v/v)

400 mM MOPS
100 mM Natriumacetat
10 mM EDTA (pH 8,0)

66% Formamid (v/v)

0,1 mg/ml Ethidiumbromid
8% Formaldehyd (v/v)
0,01% Bromphenolblau (v/v)
in 10 x FAE Puffer
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SSC-Puffer (20x) 3 M NaCl
0,3 M Na-Citrat
pH 7,0
FA I-Puffer 50 mM NaOH
10 mM NaCl
GS-Puffer (10x) 25 mM Na,HPO4
pH 6,5
Hybridisierungspuffer 50% Formamid (v/v)

25% 20xSSC (v/v)

10% 50x Denhardts (v/v)
10% SDS (10%) (v/v)

3 g Dextransulfat Natriumsalz

Denhartds (50x) 1% Ficoll (w/v)
1% Polyvinylpyrolidon (w/v)
1% BSA (w/v)

Waschpuffer 1 5 ml SDS (20%)
100 ml SSC-Puffer (20x)
ad 1L ddH,O

Waschpuffer 2 50 ml SDS (20%)

25 ml SSC-Puffer (20x)
ad 1L ddH20

2.16 DEPC-Behandlung von doppelt destilliertem H,O (ddH,0)

Zum Ansetzen von Ldsungen, die fir die Handhabung von RNA bendtigt wurden, wurde
ddH,O mit 1 ml DEPC/L behandelt, um RNasen zu inaktivieren. Nach dem Riihren der
Mischung Uber Nacht bei Raumtemperatur wurde das DEPC-H,O autoklaviert.

38



Material

2.17 Reagenzien zur Protein-Analyse

Homogenisierungspuffer 20 mM Tris/HCI pH 7,5
1 mM EDTA (pH 8,0)
1 mM EGTA (pH 8,0)
1 mM PMSF
10 pg/ml Leupeptin

2.18 Reagenzien fur Inmunfluoreszenz/ Inmuncytochemie

Citratpuffer (pH 6,0) 10 mM Zitronens&ure in ddH,O
10 x PBS 1,5 M NaCl
(pH 7,3) 30 mM KCI

60 mM Na,HPO4
15 mM KH,PO4

Fixierungspuffer 3% Paraformaldehyd (v/v) in PBS
Permeabilisierungspuffer 1% Triton X-100 (v/v) in PBS
Blockpuffer 1% Ziegenserum (v/v) in PBS

2.19 Material fur Immunfluoreszenz/ Imuncytochemie

Fluoreszenz-Eindeck-Medium DAKO, Hamburg
Deckglaser Menzel, Braunschweig
Objekttrager Menzel, Braunschweig

2.20 Reagenzien fur sPLA; Aktivitatstest

Puffer | 100 mM Tris/ HCI
10 mM CaCl,
0,1% BSA (w/v)
pH 8,0
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Puffer Il 0,1 M EDTA
0,5% BSA (W/v)
pH 8,0

2.21 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Coomassie Blau 0,1% Comassie Blau R250 (w/v)
50% Isopropanol (v/v)
10% Essigséaure (v/v)

Entfarber fir Proteingele 40% Methanol (v/v)
6% Essigsaure (v/v)
54% dd H,O (v/v)

Laemmli-Puffer 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
(2x) 0,3% B-Mercaptoethanol (v/v)
25 mM DTT

10% Glycerin (w/v)
3% SDS (w/v)
0,01 % Bromphenolblau

10 x PAGE 25 mM Tris
(pH 8,5) 192 mM Gilycin

1% SDS

ddH,0O
Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
(pH 6,8)
Trenngel-Puffer 1,5 M Tris/HCI pH 8,8
(pH 8.,8)

40



Material

2.22 Western-Blot Analyse

PBS-Tween (PBS-T) 1x PBS
0,05% Tween-20 (v/v)

NETG-Puffer 150 mM NaCl
5 mM EDTA (pH 8,0)
50 mM Tris/HCI pH 7,5
0,05% Triton X-100 (v/v)
0,25% Gelatine (w/v)

Transferpuffer 25 mM Tris
192 mM Gilycin
20% Methanol (v/v)

2.23 Reagenzien fir Bindungsstudien

Bindungspuffer 140 mM NaCl
2 mM CaCl,
20 mM Tris/HCI pH7,4
0,1% BSA (w/v)

2.24 Versuchstiere

Wildtyp C57/BL6 Mause Charles River, Sulzfeld

Wildtyp Wistar-Ratten Charles River, Sulzfeld

2.25 Gerate

ABI PrismTM 310 Genetic Analyser Applied Biosystems Applera,
Weiterstadt

Bakterien-Inkubator Heraeus, Hanau

Begasungsbrutschrank BBD 6220 Heraeus, Hanau
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Biofuge fresco

Detektionssystem BAS 1500 Fuji Film
Elektrophoresekammer

Eppendorf Mastercycler 5330
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200

GeneAmp PCR System Thermal Cycler (9700)

GeneAmp 5700 Sequence Detection System

Gene Quant Pro RNA/DNA Calculator
Herasafe Sterilbank

Hyperprocessor (Filmentwickler)

Inkubator Heraeus BBD 6220

Konfokales Laser Scanning Mikroskop (LSM 510)
Lichtmikroskop Axiovert 25

Megafuge 1.0 R

Microplate Reader Benchmark

Packard TriCarb 2100 TR

Liquid Scinillation Analyzer (B- und y-conter)
UV-Gel Kamera, GelDoc 1000
UV-Crosslinker (Transilluminator)
Ultraschallbad Transsonic digital S
Ultraturrax T 18 basic

Ultrazentrifuge Avanti centrifuge J30I
Western-Blot-Kammer

2.26 Computer Software

Bildverarbeitung

DNA/Protein-Homologie Suche

Graphiken
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Heraeus, Hanau

Raytest, Straubenhardt
Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Gottingen

Applied Biosystems Applera,
Weiterstadt

Applied Biosystems Applera,
Weiterstadt

Amersham Pharmacia, Freiburg
Heraeus, Hanau

Amersham Pharmacia, Freiburg
Heraeus, Hanau

Zeiss, Gottingen

Zeiss, Gottingen

Heraeus, Hanau

Bio-Rad, Miinchen

GMI, Ramsey, USA
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Minchen
Bender & Hobein, Singen
IKA, Staufen

Beckman, Krefeld
Bio-Rad, Minchen

Zeiss LSM Image Browser,

Adobe Photoshop, Corel Photo Paint

10.0
BLAST Suche (Nationales Zentrum
fir Biotechnologie (NCBI), USA)
URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Corel Draw 8.0/10.0
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Prasentationen

Primer Design

Statistische Analyse
Tabellen
Textverarbeitung
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Power Point 2003

Primer 3: www.genome.wi.mit.edu/cgi
bin/primer/primer 3

Sigma Plot 8.0 (Students T-Test)
Excel 2003

Word 2003
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3 Methoden

3.1  Generieren von genetisch veranderten Mausen

Die sPLA,; M-Typ-Rezeptor-(MTR)-knockout-Mause wurden uns von Dr. Kohji Hanasaki,
Shionogi Research Laboratries, Osaka, Japan zur Verfligung gestellt.

Als Modell wurde der Maus-Stamm C57BL/6 M&use verwandt, bei welchen das sPLA-II1A
Gen natirlicherweise zerstort ist. Die Generierung der MTR-knockout-Maus erfolgte durch
das Einfigen eines Neomycin-Resistenz-Gens zwischen ein 3.25 kb Xbal-Nsil Fragment
und ein 3.15 kb Miul-EcoRIl Fragment, wodurch das MTR-Gen unterbrochen wurde
(Schematische Darstellung Abb. 3.1). Dieses Einfligen unterbricht die kodierende
Sequenz in Exon | und damit auch das Translations-Start-Codon, was zur Folge hat, dass
kein MTR-Protein mehr translatiet werden kann. Die Charakterisierung der MTR-
knockout Mause erfolgte Giber Southern-Blot und Northern-Blot Analysen (Hanasaki et al.,
1997).

—Xba |
—BamHI
—BamH|

—MNsi |
2
[9]
Miu |

-A-t—¥bal
|~ EcoR

| wild type allele

|| Targeting vector i b

—BamHI

Il Mutant allele NS Ly

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Insertion des Neomycin-Resistenz-Gens
(Hanasaki et al., 1997).

I= Teil der Restriktionskarte des Wildtyp Allels. lI= Ziel- Konstrukt. Ill= Homologes rekombinantes
Allel.
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3.2 Induktion einer Anti-Thy1.1-Glomerulonephritis in Ratten

Die Tierversuche wurden von Dr. J. und Floege Dr T. Ostendorf, Abteilung Nephrologie
und Immunologie, Universitdt Aachen durchgefiihrt. Die Anti-Thy1.1-Glomerulonephritis
(Bagchus et al., 1986) wurde in mannliche Wistar-Ratten induziert. 1 mg Anti-Thy1.1
Antikérper (Klon OX7) pro kg Kérpergewicht wurde injiziert und die Ratten nach den
Zeitpunkten Oh, 2h, 6h, 24h, 7d oder 14d getdtet und die Nieren zur RNA- bzw. Protein-
Isolierung oder zur Herstellung von Paraffinschnitten entnommen.

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Isolierung und Kultivierung von Zellen
3.3.1.1 Isolierung von Mesangiumzellen

Mesangiumzellen isoliert aus MTR-knockout-Mausen wie auch aus C57BL/6 Wildtyp
Mé&usen wurden uns von Prof. A. Huwiler, Institut fir Allgemeine Pharmakologie und
Toxikologie, Uniklinik Frankfurt zur Verfigung gestellt. Die Zellen wurden nach einem
Standardprotokoll (Pfeilschifter et al., 1991) aus Mausnieren isoliert. Die priméaren
Mesangiumzellen aus der Ratte wurden wie unter Radeke et al., 1994 isoliert und
kultiviert und uns von Prof. H. Radeke, Institut fir Allgemeine Pharmakologie und
Toxikologie, Uniklinik Frankfurt zur Verfligung gestellt.

Zusammengefasst, zur Herstellung der Mesangiumzellen wurden je drei Nieren mit
Kapsel aus je drei Mausen isoliert und in 1x PBS gelagert. Nach dem Entfernen des
Kapselhautchens, wurden die Nieren durch ein Stahlsieb (PorengréBe 106 uM, Firma
Retsch, Haan) gedriickt und sind folgend durch ein weiteres Stahlsieb (PorengréBe 180
uM) gefallen. Auf dem unterstem Sieb (PorengroBe 53 pM) wurden die Glomerli
aufgefangen und nach einmaligem spiilen mit 1x PBS in Zellkulturflaschen (75 cm?) mit
RPMI- Medium in einer Dichte von 50-60 Glomeruli / cm? ausgelegt. Nach einigen Tagen
im Brutschrank (37°C, 5% CO,) wachsen Mesangiumzellen aus. Die Kultivierung findet
wie unter 3.3.1.2 beschrieben statt.
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3.3.1.2 Kultivierung von Mesangiumzellen

Die glomerularen Mesangiumzellen wurden in Wachstumsmedium bis zu einer Dichte von
ca. 80% in Zellkulturflaschen (175 cm?) bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,
kultiviert.

Zur Konservierung der Zellen wurden diese einmal mit Phosphat-gepufferter Lésung
(PBS) gewaschen und durch die Zugabe von Trypsin/EDTA-L6sung vom Kulturflaschen-
Boden abgeldst. Nach einer Inkubationszeit von 5-10 Minuten wurde das Trypsin durch
Zugabe von Wachstumsmedium inaktiviert und die Zellen bei 800 Upm fir 10 Minuten
zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0, Rotor: Heraeus 7570F). Das Pellet wurde in 2 ml
FKS Zellen aufgenommen, in Kryordéhrchen tberfihrt (1000 pl/ GefaB) und fir 15 Minuten
auf Eis gestellt. Danach wurden tropfenweise 500 pl 20% (v/v) DMSO/FKS zugegeben,
die Zellsuspension Uber Nacht bei -80°C langsam heruntergekiihlt und in Flissigstickstoff
bei -190°C dauerhaft gelagert.

Zum Passagieren der Zellen wurden diese einmal mit 1xPBS gewaschen und
anschlieBend mit 5 ml Trypsin/ EDTA-L6sung bei 37°C fir 5 Minuten inkubiert, bis sich die
Zellen durch leichtes klopfen von der Flache der Kulturflache abldsten. Die abgeldsten
Zellen wurden in 10 ml Wachstumsmedium resuspendiert und dann in einer Verdinnung

von 1:8 in neue Zellkulturflaschen ausgesat.

3.3.1.3 Isolierung und Kultivierung von Endothelzellen

Glomerulare Endothelzellen aus der Ratte wurden uns von Dr. R. Stahl, Hamburg zur
Verflgung gestellt. Die Isolierung und Kultivierung erfolgte wie von Wolf et al. (1996)
beschrieben statt.

3.3.2 Behandlung von glomerularen Mesangiumzellen

Fir die Experimente wurden Mesangiumzellen in Zellkulturschalen ausgesét. In Schalen
von 3,5 cm Durchmesser wurden 0,15 x 10° Zellen mit 1 ml Wachstumsmedium oder in
Schalen von 10 cm Durchmesser 0,5 x 10° Zellen mit 4 ml Wachstumsmedium ausgesét
und fir 48 Stunden bis zur Subkonfluenz kultiviert. 24 Stunden vor Beginn des
Experiments wird das Wachstumsmedium gegen serumfreies Hungermedium ersetzt. Am
folgenden Tag wurden die Zellen mit den in Tabelle 3-1 aufgefihrten Substanzen
behandelt. Um zu verhindern, dass sich die verwendeten Substanzen an die
Zellkulturschale anheften, wurde als Verdiinnungslésung 0,1% (w/v) fettsdurefreies BSA
in 1x PBS verwendet.
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Tabelle 3-1: Stimulatoren und Inhibitoren fir die Zellkultur.

. Konzentration der End-
SeLSeh Eigenschaft Stocklésung konzentration
Tumor-Nekrose-Faktor o . .
(TNFa) TH-1-Zytokin 10 pM in ddHO 0,5nM
Interferon y (IFNy) TH-1-Zytokin 1 ug/10 pl in ddH.O 5 ng/ml
Interleukin 1B (IL-1B) TH-2-Zytokin 28,6 uM in ddH,O 0,25 nM
rekombinante sPLA.-IB 10 uM in
(bovin) Kristallinldsung 10-100 nM
rekombinante sPLA-I1A .
(human) 10 uM in ddH,O 10-100 nM
rekombinante sPLAx-V .
(murin) 10 uM in ddH,O 10-100 nM
rekombinante sPLAx-X .
(murin) 10 uM in ddH,O 3-100 nM
Methyl-Indoxam _ .
(Me-IDX) SPLA,- Inhibitor 10 mM in DMSO 3 uM
Pyrrolidin-1 i :
(g'{(rg_'w'” cPLA0-Inhibitor | 10 mM in DMSO 3 uM
Astra zeneca-1 (AZ-1) cPLAa-Inhibitor 10 mM in DMSO 5uM
DETA-NONOate : .
(DETA-NO) NO-Donor 50 mM in Medium 25-250 pM
N®Monomethyl-L-Arginin | . . . .
Monoacetat (L-NMMA) iINOS-Inhibitor | 300 mM in Medium 0,5-3 mM
Indomethacin COX-1-Inhibitor 10 uM in ddH.O 10-100 nM
Rofecoxib COX-2-Inhibitor 10 uM in ddH.,O 10-100 nM
3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 RNA-Isolierung aus kultivierten Zellen

Die Gesamt-RNA aus murinen Mesangiumzellen wurde durch Nutzung der Trizol®-
Methode (Sigma Aldrich, Deisenhofen) nach Vorgaben des Herstellers isoliert. Daflr
wurden die Zellen nach dem Entfernen des Mediums zweimal mit 1x PBS gewaschen und
durch Zugabe von 1 ml Trizol®-Reagenz/ 10 cm? Schale lysiert. Das Zelllysat wurde durch
Auf- und Abpipettieren homogenisiert und in ein ReaktionsgefaB3 Uberfihrt. Zu dem
Extrakt wurden 0,2 ml Chlorophorm/ 1 ml Trizol®-Reagenz zugefiigt, dieses auf einem
Vortexer gemischt und fir 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden
die Proben zentrifugiert (Biofuge fresco, Rotor: F178818, 13.000 Upm, 15 Minuten, 4°C),
um die wassrige Phase von der Inter- und Phenol-Chloroform-Phase zu trennen, die
jeweils die Proteine oder die DNA beinhalten. Die wassrige RNA-haltige Phase wurde in

ein neues ReaktionsgefaB lberfiihrt und 0,5 ml Isopropanol/ 1 ml eingesetztem Trizol®-
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Reagenz hinzugefligt. Das Gemisch wurde Uber Kopf geschittelt und fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur zur Féllung der RNA aufbewahrt.

Um die gefallte RNA zu pelletieren, wurden die Proben bei 13.000 Upm fiir 15 Minuten bei
4° C zentrifugiert. Das Préazipitat wurde mit 1 ml 75% Ethanol in H,O/ DEPC/ 1 ml Trizol®-
Reagenz gewaschen, die Proben gemischt und bei 10.600 Upm (Biofuge fresco, Rotor:
F178818) 5 Minuten bei 4° C zentrifugiert. Das dabei entstandene Pellet wurde
luftgetrocknet und in 30-50 pl H,O/ DEPC aufgenommen. Bevor die Gesamtmenge der
isolierten RNA bestimmt wurde, wurden die Proben zur Denaturierung fir 5 Minuten bei
57° C inkubiert. Die Qualitat der RNA wurde durch die Gelelektrophoretische Auftrennung
von 2 ug isolierter RNA auf einem 1% Agarosegel Uberprift.

3.4.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch ermittelt, indem die Proben bei
einer Wellenldnge von 260 nm gemessen wurden (Gene Quant Pro RNA/DNA
Calculator). Eine optische Dichte (OD) von 1 entspricht dabei 50 pug/ml doppelstréangiger
DNA oder 40 pg/ml einzelstrangiger RNA (Sambrook et al. 1989). Der OD ,gp-Wert ist ein
MaB fUr die Proteinkontamination, wobei ein Verhaltnis der Messwerte von ODag zu
ODygo zwischen 1,8 und 2,0 auf eine geringe Verunreinigung der Nukleinsduren durch
Proteine schlieBen lasst.

Die Konzentration der Nukleinsauren wurde mittels folgender Formel berechnet:

K[ug/ml] = ODgg x V X F
V= Verdlnnung; F= Faktor (40 fir RNA, 50 fir DNA)

3.4.3 Agarosegelelektrophorese von DNA unter nicht-denaturierenden
Bedingungen

DNA-Fragmente werden zur Analyse nach ihrer MolekllgroBe in 1% Agarosegelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Da Nukleinsaduren aufgrund ihrer Phosphatreste bei allen
pH-Werten negativ geladen sind, wandern sie in der neutralen Gelmatrix aus Agarose in
Abhangigkeit ihrer GréBe zur Anode.

Die Agarose wurde in 1x TAE Puffer durch Erhitzen aufgeldst und Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 0,5 pg/ul hinzubegeben. Die Elektrophorese wurde in 1x TAE-
Puffer mit einer Spannung von 10 V/cm? fir 25 Minuten durchgefiihrt. Die DNA-
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Fragmente wurden durch Interkalierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid
unter UV-Licht (Wellenldnge 254 nm) sichtbar gemacht und mit Hilfe einer UV-Licht
Kamera (GelDoc 1000, Bio-Rad) photographiert. Die GroBe der DNA-Fragmente wurde
durch das gleichzeitige Auftragen eines DNA Molekulargewichtsmarker ermittelt.

3.4.4 Agarosegelelektrophorese von RNA unter denaturierende
Bedingungen

Fir die Auftrennung von RNA wurde folgende Gel-Zusammensetzung verwendet:

1,4 g Agarose

72,5% (v/v) dd H,O

10% (v/v) 10x FAE-Puffer

17,5% (v/v) Formaldehyd
Das Formaldehyd diente hierbei als denaturierendes Agent; als Elektrophoresepuffer
wurde 1x FAE verwandt. Zur Northern-Blot Analyse wurden die RNA-Proben
folgendermaBen vorbereitet:
10-20 pug gesamtzellulare RNA, geldst in ddH,O, wurde mit dem dreifachen Volumen an
FA Proben-Puffer, der bereits Ethidiumbromis enthalt, gemischt und bei 65°C fir 15
Minuten denaturiert. Nach dem anschlieBenden Auftragen der Proben auf das Gel erfolgt
die elektrophoretische Auftrennung der RNA bei 10 V/cm? fir ca. 60 Minuten. Die RNA
wird mit Hilfe von UV-Licht visualisiert und mit einer Kamera photographiert.

3.4.5 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

cDNAs, die fur die Herstellung von Hybridisierungsproben verwendet werden sollten,
wurden zun&chst durch die Restriktionsendonuclease EcoRl aus dem TOPO Vektor
herausgeschnitten. Die verdaute Plasmid-DNA wurde in einem nicht-denaturierenden
DNA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Das DNA-Fragment wurde unter UV-Licht mit
einem Skalpell aus dem Gel geschnitten und mit Hilfe des Qiaquick Gel Extraction Kit von
Qiagen nach Angaben des Herstellers heraus eluiert. Das System basiert auf einer
Kieselgel-Membran, die sowohl einzel- als auch doppelstrangige DNA bindet.
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3.4.6 Reverse-Transkriptase-Reaktion (RT)

Bei der Reversen-Transkriptase-Reaktion wird mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase (Superscript 1) mRNA in einzelstrangige ,copy* oder ,complementary” DNA
(cDNA) umgeschrieben. Als Primer, die den Startpunkt der Synthese festlegen und
komplementar zur RNA-Sequenz seinen mussen, wurden Oligo-dT-Primer verwendet.
Reverse-Transkriptase-Reaktionsansatz:

x Ul RNA (5 pg Gesamt-RNA)

1 pl Oligo-dT(15)-Primer (500 pg/ml)

ad 12 pl DEPC-HO
Dieser erste Schritt der RT-Reaktion, der zur Anlagerung der Oligo-dT-Primer an die
Template-RNA fihrt, wurde fir 5 Minuten bei 65°C in einem Eppendorf-Mastercycler 5330
durchgefiihrt und durch den Transfer der Proben auf Eis abgestoppt.
Danach wurde der Reaktion

1 pl dATP (10 mM)

1 pl dCTP (10 mM)

1 ul dGTP (10 mM)

1 ul dTTP (10 mM)

4 ul 5x First Strand Puffer

2ul 0,1 MDTT

1ul Superscript Il RNaseH-RT (200 U/ul)
zugegeben, vorsichtig gemischt und fiir 50 Minuten bei 42°C inkubiert.
Die Prozedur wurde durch die Erwarmung der Proben fiir 15 Minuten bei 70°C (finale
Extension) und dem darauf folgenden Abklhlen auf 4°C beendet. Die Aliquots der cDNAs
wurden bis zur PCR bei -20°C gelagert.
Die RT-Reaktion der Positiv-Kontroll-Poly(A)-RNA von menschlicher Lunge und Poly(A)-
RNA von menschlicher Plazenta (Clontech, Heidelberg) wurde mit jeweils 5 ug RNA
durchgefihrt.

3.4.7 Semiquantitative Polymerase-Ketten-Reaktion (sq-PCR)

Die PCR ist eine in vitro Methode der DNA-Amplifikation, die auf einer enzymatischen
Synthese spezifischer DNA-Sequenzen basiert. Diese Methode wurde 1985 erstmals von
Saiki et al. (1985) beschrieben.

Zunachst erfolgt der Schritt der DNA-Denaturierung (Separierung des DNA-
Doppelstranges in seine beiden Einzelstrange). Daraufhin lagern sich die Primer an die
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DNA-Einzelstrange an (Annealing). Bei den Primern handelt es sich um kurze, zur
Zielsequenz komplementare Einzelstrang-DNA-Molekiile (Oligonukleotide), die den zu
amplifizierenden Abschnitt an beiden Seiten flankieren. In einem nachsten Schritt werden
die DNA-Stréange verlangert (Elongation). Diese Reaktion wird von dem hitzestabilen
Enzym Tag-Polymerase katalysiert. Aufgrund der Thermostabilitdt der Tag-Polymerase
kann das Reaktionsgemisch auf 96°C erhitzt werden, um den neu synthetisierten DNA-
Abschnitt von der Matrize zu I6sen. So wird eine neue DNA-Synthese-Runde eréffnet, und
jeder weitere PCR-Schritt verdoppelt die Anzahl der DNA-Fragmente, wodurch die DNA-
Menge exponentiell zunimmt. Nach etwa 25 bis 40 Zyklen werden die
Amplifikationsprodukte (Aliquot von 10 pl) mit Hilfe der Gelelektrophorese aufgetrennt und
analysiert.
In Kombination mit der RT-Reaktion (siehe 3.4.6) wurde die PCR zum semi-quantitativen
Nachweis von mRNA verwendet. In einem Vorversuch wurde zun&chst durch
Probenziehen die Zyklenzahl bestimmt, bei der die Amplifikation sich im linearen Bereich
befindet.
PCR-Reaktionsansatz:

2 pl Template

2,5 ul 10 x Reaktionspuffer

0,25 pl dATP (10 mM)

0,25 ul dCTP (10 mM)

0,25 pl dGTP (10 mM)

0,25 pul dTTP (10 mM)

1ul Vorwarts-Primer (50 ng/ul)

1ul Rickwarts-Primer (50 ng/ul)

1ul Red Tag-Polymerase (1U/pl)

ad 25 pl DEPC-H0

Die Reaktion wurde in einem GeneAmp PCR System Thermal Cycler (9700)
durchgefuihrt. Die Bedingungen variierten abhangig von dem zu untersuchenden Gen,
dem GC-Gehalt der Primer und dem Typ der Zellen (siehe Tab. 3-2).
Zur Amplifikation wurde dem Thermocycler folgendes Programm eingegeben:

Einmalig 1 min 94°C Aktivierung des Enzymss
20-40 Zyklen X min 94°C Denaturierung
X min x°C Annealing
1 min 72°C Elongation
Einmalig 10 min 72°C Endsynthese
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Die detaillierten Protokolle fir die in dieser Arbeit untersuchten Gene waren wie folgt:

Tabelle 3-2: Bedingungen der sg-PCR.

Gen Denaturierung | Anheftung | Elongation | Zyklenzahl
Maus
SPLA,-IB 94°C, 1 min. 57°C, 30 sec. | 72°C, 1 min. 34
SPLA,-IIC 94°C, 1 min. 54°C, 45 sec. | 72°C, 1 min. 34
SPLA--IID 94°C, 1 min. 55°C, 30 sec. | 72°C, 1 min. 32
SPLA-IIE 94°C, 1 min. 57°C, 30 sec. | 72°C, 1 min. 34
SPLAs-IIF 94°C, 1 min. 57°C, 30 sec. | 72°C, 1 min. 32
SPLA--II 94°C, 1 min. 56°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 32
SPLA,-V 94°C, 1 min. 58°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 34
SPLA,-X 94°C, 1 min. 59°C, 30 sec. | 72°C, 1 min. 34
SPLA,-XIIA 94°C, 1 min. 57°C, 30 sec. | 72°C, 1 min. 34
SPLAs>-XIIB 94°C, 1 min. 54°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 34
M-Typ-Rezeptor | 94°C, 1 min. 62°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 30
cPLA, 94°C, 1 min. 57°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 30
iPLA> 94°C, 1 min. 57°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 26
MIP-2 94°C, 1 min. 48°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 36
COX-1 94°C, 1 min. 58°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 30
CcOX-2 94°C, 1 min. 62°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 28
GAPDH 94°C, 1 min. 60°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 24
Ratte

SPLA;-IB 94°C, 4 min. 56°C, 60 sec. | 72°C, 3 min. 30
M-Typ-Rezeptor | 94°C, 1 min. 60°C, 1 min. | 72°C, 1 min. 28
GAPDH 94°C, 1 min. 60°C, 1 min. | 72°C, 2 min. 23

min = Minuten; sec = Sekunden

Um die Spezifitat der Primer sicherzustellen, wurden die PCR- Produkte sequenziert
(siehe 3.4.11) und die Sequenzen mit Hilfe einer speziellen Software mit Gen-

Datenbanken verglichen.
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3.4.8 Real- Time PCR

Die Real- Time PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fir Nukleinsauren, die auf dem
Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht, und durch die
Messung der gebildeten Produktimenge nach jedem Zyklus zusétzlich die Mdglichkeit der
Quantifizierung bietet. Das Prinzip ist die kontinuierliche Messung eines
Fluoreszenzsignals, das wahrend der PCR proportional mit der Menge des
Amplifikationsproduktes ansteigt. Zum PCR-Ansatz wird neben den spezifischen Primern
auch eine sequenzspezifische Hybridisierungssonde zugegeben. Die Sonde ist am 3'-
Ende mit einem Quencherfarbstoff und am 5-Ende mit einem fluoreszierenden
Reporterfarbstoff markiert. Wenn die intakte Sonde durch Licht einer Wellenlange von 488
nm angeregt wird, so wird die Fluoreszenz-Emission des Reporterfarbstoffs durch die
raumliche Nahe zu dem Quencherfarbstoff unterdriickt (Fluoreszenz-Energietransfer,
FRET). Wahrend der PCR-Reaktion wird die hybridisierte DNA-Sonde durch die 5'-3'-
Exonuklease-Aktivitat der Polymerase zerschnitten. Durch die Sondenhydrolyse wird die
rdumliche N&he zwischen Reporter und Quencher unterbrochen, wund der
Reporterfarbstoff kann das Fluoreszenzlicht emittieren (Schema siehe Abb. 3.1). Die
Auswertung der Analyse erfolgt Gber den sogenannten CT-Wert ("threshold cycle"). Der
CT-Wert drickt die Zyklenzahl aus, bei der zum ersten Mal ein Anstieg der Reporter-

Fluoreszenz tber das Grundrauschen ermittelt wird.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Real-Time PCR.
R= Reporter Q= Quencher
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PCR-Reaktionsansatz in 96-well-Platte:

4 ul Template (RT-Reaktions-Produkt, 1:10 in H,O verdiinnt)
8 ul SYBRgreen Mix

2 ul Vorwarts- Primer (1uM)

2 pl Ruckwarts- Primer (1uM)

Die Reaktion wurde in einem GeneAmp 5700 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) durchgefihrt. Zur Amplifikation wurde dem Thermocycler folgendes

Programm eingegeben:

Einmalig 2 min 50°C
Einmalig 10 min 95°C
40 Zyklen 15 sec 95°C

1 min 60°C

Die Auswertung der Daten erfolgte der GeneAmp 5700 SDS Software.

3.4.9 Klonierung von PCR-Produkten mittels TOPO ™ TA-Cloning Kit

Die gewiinschte DNA-Sequenz wurde nach einem Standard-PCR Protokoll amplifiziert.
Das erhaltene Produkt wurde durch eine Agarose Gelelekirophorese auf Reinheit und
Menge Uberprift und anschlieBend in den TOPO-Vektor (Invitrogen) kloniert.
Ansatz fir Ligationsreaktion:

2 ul frisches PCR Produkt

2 yl ddH,O

1 pl Salz-Lésung

1 ul TOPO Klonierungsvektor
Nach vermischen wurde das Reaktionsgemisch fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend fir weitere 5 Minuten auf Eis gestellt. 2 pl des
Ligationsansatzes wurden zu 50 pl ,One shot TM”kompetenten E.coli Bakterien gegeben,
gemischt und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Transformation der Bakterien erfolgte
durch einen Hitzeschock bei 42°C fir 30 Sekunden, was zur Permeabilisierung der Zellen
fihrte, welche dann wieder auf Eis inkubiert wurden. Die Bakterien wurden in 250 ml
SOC-Medium ohne Antibiotikum resuspendiert und fir 1h bei 37°C in einem Inkubator
geschittelt. Je 50 pl dieser Bakteriensuspension wurden auf eine LB-Ampicillin-
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Agarplatte, die zuvor mit 50 ul X-Gal (40 mg/ml in DMSO) und 50 ul IPTG (100 mM)
bestrichen wurde, ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C kultiviert.

Durch das Bestreichen der Agar-Platten wurde eine blau/ weiBB Selektion der Bakterien
ermdglicht. Transformierte Bakterien, die ein Insert in ihr Plasmid aufgenommen haben,
erscheinen weiB3, da durch die Aufnahme des klonierten DNA-Fragmentes in das Lac Z-
Gen dieses inaktiviert ist und sie dadurch nicht mehr in der Lage sind, f-Galactosidase zu
bilden, wodurch eine Blaufarbung hervorgerufen werden kénnte. Ein weiBer Klon wurde
gepickt, in 3 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium Uberfiihrt und Gber Nacht bei 37°C in einem
Inkubator geschiittelt. Die Ubernachtkultur wurde am nachsten Tag zur Praparation der
Plasmid-DNA mittels Minipraparation verwendet.

3.4.10 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Mit Hilfe des ,Qiagen Plasmid Minikit* oder ,Qiagen Plasmid Maxikit“ konnte Plasmid-
DNA aus Bakterien isoliert werden. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Vorgaben des
Herstellers.

Die Aufreinigung erfolgt Uber eine Séaule, deren Bindungseigenschaften die saubere
Trennung der Plasmid-DNA von (brigen Zellbestandteilen ermdglicht. Je nach GrdBe der
Saule konnten unterschiedliche Volumina einer Ubernacht-Ausgangskultur eingesetzt

werden.

Tab. 3-3: Bindekapazitaten der Plasmid-Kits.

(Angaben des Herstellers)
Qiagen Plasmid Minikit 1-5ml 20 ug
Qiagen Plasmid Maxikit 100 ml 300-500 pg

Ein Teil der gewonnenen DNA wurde einem analytischen Restriktionsverdau mit der
Endonuklease EcoRI unterzogen, um zu priifen, ob der transformierte Vektor das
gesuchte Insert enthielt. Nach der Restriktion wurden die Produkte auf einem 0,8%
Agarose-Gel aufgetrennt. Die verbliebene DNA wurde bei -20°C gelagert.
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3.4.11 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde mit Hilfe des ABI-Prism TM 310 Genetic Analyser
durchgefiihrt. Die Methode basiert auf der Didesoxynukleotid-Kettentermination-Reaktion
(Sanger et al, 1977). Indem im Terminationmakierungsmix die vier Didesoxy-
Terminatoren (ddNTPs) mit verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen markiert sind,
ermdglicht diese Technik die gleichzeitige Sequenzierung der vier Reaktionen (A, C, G, T)
in einem ReaktionsgefdB. Die Proben werden danach elektrophoretisch mittels
Mikrokapillare voneinander getrennt. Da jeder farbstoffmarkierte Terminator Laserlicht in
verschiedenen Wellenlangen emittiert, kénnen alle vier Farben, die jeweils einem
Nukleotid zugeordnet werden, in einem Durchgang detektiert und unterschieden werden.
Die Rohdaten wurden mit Hilfe der ,Abi Prism’-Sequenzierungsanalysen-Software auf
einem ,Power G3 Macintosh’ Computer ausgewertet.
Die Sequenzierungsreaktion wurde in einem Thermocycler (GeneAmp 9700) mit 25
Zyklen und den folgenden Temperaturschritten durchgefiihrt: 96°C fir 10 Sekunden, 55°C
fir 5 Sekunden, 60°C fiir 4 Minuten. Fir den Detektionsprozess wurden die Proben
vorbereitet, wie vom Hersteller vorgeschrieben.
Sequenzierungsreaktion:

x Wl PCR Produkt oder Minipréaparationsprodukt (10-100 ng)

4 ul Sequenzierung Premix

1 pl Primer (3-10 pmol)

x ul HO

10 pl Gesamtvolumen

3.4.12 Northern-Blot

Als Northern-Blot bezeichnet man die Ubertragung von gelelektrophoretisch aufgetrennter
RNA auf Membranen, gefolgt von dem Nachweis spezifischer Sequenzen durch
Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde.

10 pg- 20 pg RNA werden wie unter 3.4.4 beschrieben in einem Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Das Gel wurde 20 Minuten in FAI-L&ésung geschwenkt um eine partielle
Hydrolyse zu erreichen. Nach Neutralisierung uns Aquilibrierung des Gels in GS-Puffer
(2x far 15 Minuten) erfolgte der Transfer der RNA auf die Nylonmembran (Genescreen-
Membran).
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Dazu wurde ein wie folgt beschriebes Blotsystem verwendet:

oben
Gewicht (Metallstdnder)

Schicht aus 7-10cm Whatman 1MM-Papier
2 Lagen Whatman 3MM-Papier
Genescreen-Membran
dqulibriertes Gel
2 Lagen Whatman 3MM-Papier
Haushaltsschwdmme
Wanne als Pufferreservoir

unten

Der Transfer erfolgte durch die wirkenden Kapillarkrafte Uber Nacht, als Laufpuffer wurde
1x GS-Puffer verwendet. Die Effizienz des Transfers wurde Uber den Nachweis der
Ethidiumbromid- gefarbten RNA auf der Membran im kurzwelligen UV-Licht kontrolliert.
AnschlieBend wurde die RNA durch 2-minltige UV-Bestrahlung mittels eines UV-
Crosslinkers kovalent an die Membran gebunden.

3.4.13 Radioaktive Markierung der DNA durch ,Random-Priming*

Die radioaktive Markierung spezifischer cDNA-Sequenzen, die als Hybridisierungsproben
eingsetzt werden sollen, wurde mittels ,Random priming“ nach dem Protokoll der Firma
Amersham Pharmacia Biotech (rediprime ™ Il Kit) durchgefiihrt.

Die DNA-Markierung beginnt mit der Hybridisierung von Hexanukleotiden mit zufalligen
Basensequenzen an die denaturierte DNA. Die Hexanukleotide bieten das freie 3"-OH-
Ende fir die Klenow-Polymerase, die den komplementaren Strang in Richtung 3"-Ende
der DNA synthetisiert. Als Substrat werden dabei dATP, dTTP, dGTP und (a-*2P)-dCTP
angeboten.

Die DNA, d.h. das klonierte Insert (25 ng), wird zun&chst 5 Minuten bei 95°C denaturiert, 5
Minuten auf Eis abgekihlt und anschlieBend in das vorbereitete Rediprime
ReaktionsgefaB pipettiert. Nach Zugabe des radioaktiv markierten dCTP wurde mit der
Pipette gut gemischt und der Reaktionsansatz 1h bei 37°C inkubiert und anschlieBend die
Reaktion durch Erhitzen auf 95°C gestoppt. Nach dem Abkiihlen auf Eis wurde die DNA
von nicht eingebauten dNTPs durch Gelfiltration Gber eine G-50-Saule (Nick TM-Columm)

gereinigt.
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3.4.14 Hybridisierung mit /n-vitro-markierter DNA

Vorhybridisierung und Hybridisierung erfolgten in einem verschlieBbaren Bleiglaskolben,
der in einem erwarmten Hybridisierungsofen routierte. Um eine unspezifische Bindung der
[**P]- DNA-Probe an die Membran zu vermeiden wurde zundchst mit dem
Hybridisierungpuffer ohne radioaktive Ldsung fiir 1h bei 42°C vorhybridisiert. Vor Zugabe
wurde die [*P]- DNA-Probe auf 95°C erhitzt und nach Abkiihlung auf Eis zusammen mit
300 ul DNA-Lésung aus Heringssperma in den Kolben zupipettiert. Nach der
Hybridisierung bei 42 °Clber Nacht wurde die Membran wie folgt gewaschen:

3x 20 Minuten bei 42°C mit 2x SSC/ 0,1% SDS (Waschpuffer 1)

3x 30 Minuten bei 65°C mit 0,1x SSC/ 0,1% SDS (Waschpuffer 2)
Das Signal wurde mit dem Phosphoimager BAS 1500 detektiert und quantifiziert.
Durch 5maliges waschen mit kochendem Waschpuffer 2 konnte die radioaktive cDNA von
der an die Membran gebundene RNA gelést werden. AnschlieBend erfolge die
Rehybridisierung mit einer [**P]- DNA-Probe fiir die 18S RNA, um eventuelle Variationen

in der RNA-Beladung zu korrigieren.

3.5 Biochemische Methoden

3.5.1 Praparation von Zelllysaten

Zur Gewinnung von Protein wurden murine Mesangiumzellen kultiviert (s. Kapitel 3.3.1)
und stimuliert (s. Kapitel 3.3.2). Zuerst wurden die Zellen 2x mit kaltem 1x PBS
gewaschen und anschlieBend durch Abschaben in Homogenisierungspuffer (300 pl/ 3,5
cm Schale bzw. 1 ml/ 10 cm Schale) aufgenommen.

Die Mesamgiumzellen wurden durch eine Behandlung im Ultraschallbad (Ultraschallbad
Transsonic digital S) fiir 3 Minuten bei 80% Leistung aufgeschlossen. Um die Zelltrimmer
zu entfernen, wurden die Proben bei 4000 Upm fir 5 Minuten zentrifugiert (Biofuge fresco,
Rotor F178818). Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB berfiihrt und bei
-20°C gelagert. Die Bestimmung der Proteinmenge wurde nach der Bradford-Methode
durchgefiihrt (s. 3.5.3).
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3.5.2 Praparation von Zellmembranen

Bis zum Zellaufschluss wurden die Zellen behandelt wie unter 3.5.1 beschrieben. Nach
der Sonifizierung erfolgt ein Zentrifugationsschritt von 1h bei 40.000 Upm in der
Ultrazentrifuge (Ultrazentrifuge Avanti centrifuge J30I). AnschlieBend wurde das Pellet in
200 ul Homogenisierugspuffer resuspendiert und bei -80°C gelagert.

3.5.3 Bestimmung des Proteingehaltes

Die Bestimmung des Proteingehaltes der Zelllysate erfolgte nach der ,Bradford“-Methode
(Bradford, 1976) unter Verwendung des Roth Quant Protein Assay. Das Prinzip dieser
Methode ist die Messung der Extinktionsdnderung bei 595 nm, die durch das Vorliegen
des Farbstoffes in zwei verschiedenen Formen verursacht wird. Durch das Binden des
Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blue G250 an positiv geladene Proteine tritt eine
Veranderung im Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm (protonierte braubrote
kationische Form) zu 595 nm (unprotonierte blaue anionische Form) ein (Suelter, 1990).
20 pl der Proben wurden als Doppelwerte in adéaquate Locher einer 96-Loch-ELISA-Platte
pipettiert. Als Standard wurden verschiedene Konzentrationen an BSA (5-150 pg/ml)
verwendet. Zu den Proben wurden jeweils 180 pl des Roti-Quant (Roth, v/v 1:5 verdinnt
in H,O dest.) gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurde die optische
Dichte bei einer Wellenldnge von 595 nm und einer Referenz-Wellenldnge von 450 nm in
einem Mikroplatten-Lesegerat (Bio-Rad) gemessen. Die Absorptionswerte wurden mit
Hilfe der Software ,Microplate Manager 4.0’ (Bio-Rad) berechnet. Bei Bedarf wurden die
Proben mit ddH,O verdiinnt.

3.5.4 Proteinprazipitation mit Trichloressigsaure (TCA)

Die Methode wurde verwendet, um Proteine in einem definierten Volumen an
Zellkulturiberstand oder Zelllysat fir die Western-Blot Analyse zu konzentrieren. Den
nach 3.5.1 bzw. 3.5.2 hergestellten Proteinproben, sowie auch die Zellkulturiberstanden
wurden 400 pl 20% TCA-Lésung / ml zugegeben und das Protein durch 20mindtige
Inkubation auf Eis geféllt. AnschlieBend wurden die Proben fiir 20 Minuten bei 4°C und
13.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Proteinpellet in 15 pl
reduzierenden bzw. nicht-reduzierenden Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Nach der
Neutralisierung der Proben durch die Zugabe von 5 pl 1 M Tris/HCI (pH 9,0) wurden diese
bis zur weiteren Verwendung fir die Western-Blot Analyse bei -20°C gelagert.
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3.5.5 Aktivitatsbestimmung der sekretorischen Phospholipasen
(sPLAss) in ZellkulturGberstanden

Die Bestimmung der sPLA,-Aktivitat im Zellkulturiberstand von Mesangiumzellen erfolgte
mittels [1-C'*] Olsaure- markierten Membranen von E.coli-Bakterien als Substrat.

Die markierten E.col-Membranen (ca. 10.000 cpm/ Probe) wurden in Puffer 1
aufgenommen (Verhaltnis 1:5). Pro Probenansatz wurden 40 pl Puffer 1 in einem
Reaktionsgefa vorgelegt, 10 pl enzymhaltigen Zellkulturiiberstand hinzubegeben und
anschlieBend unter standigen schwenken des GefédBes 100 pl E.coli-Memebranen
addiert. Die Proben wurden fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Abstoppen
der Reaktion wurden 300 ul Puffer 2 pro Ansatz addiert. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation von 3 Minuten bei 13.000 Upm. 400 pl des Uberstandes wurden
zusammen mit 3 ml Szintilisationsflissigkeit in Szintilisationsréhrchen pipettiert. Die durch
die Enzymaktivitat der sPLA, freigewordene [1-C'*] Olsaure wurde mit Hilfe eines P-

Counters (Liquid Scinillation Analyzer (B- und y-counter) gemessen.

3.5.6 Messung von  Prostaglandinen,  Prostacyclinen  oder
Chemokinen in Zellkulturiiberstdnden mittels ELISA

3.5.6.1 Messung Prostaglandin E»

Der PGE,-ELISA Kit von Biotrend ist ein kompetitiver Immunassay flr die quantitative
Bestimmung von PGE; in biologischen Flissigkeiten. Er bedient sich eines monoklonalen
Antikérpers gegen PGE,, der in kompetitiver Weise entweder an das PGE; in der Probe
oder an mit Alkalische-Phosphatase-gekoppelte PGE,-Molekiile, die ebenfalls dem
Reaktionsgemisch zugegeben werden, bindet. Der Antikérper wiederum bindet mit
seinem Fc-Teil an der Oberflache der Plattenvertiefungen und fixiert somit den Komplex
an der Platte. Aus diesem Grund werden beim nachfolgenden Waschen nur
Uberschiissige Reagenzien entfernt und der Komplex aus Antikérper und PGE, oder
Alkalische-Phosphatase-gekoppeltem PGE, bleibt gebunden. Als nachster Schritt wird
das Alkalische-Phosphatase-Substrat zugegeben. Nur wenn das PGE,, gekoppelt an ein
Alkalische-Phosphatase-Molekdil, an den Antikérper gebunden hat, kommt es zu einer
gelblichen Farbentwicklung, die in einem Mikrotiter-Lesegerat bei 405 nm gemessen
werden kann. Die Intensitat der Gelbfarbung ist somit invers proportional zu der PGE,-
Konzentration in den Proben oder dem Standard. Als Standard wurde eine
Verdinnungsreihe (v/v 1:2) einer PGE,-Stammldésung ausgehend von 5.000 pg/ml bis zu
39 pg/ml verwendet. Die gemessene optische Dichte des Standards wurde dazu
verwendet, die Konzentration an PGE; in den Proben zu ermitteln.
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Die Messung der PGE,-Menge in Zellkulturiberstanden der Mesangiumzellen wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefihrt. Dazu wurden 100 pl des Zellkulturiberstandes
oder der jeweiligen Standards zusammen mit 50 ul Konjugat (=PGE,, gekoppelt an ein
Alkalische-Phosphatase-Molekdl) und 50 pl der Antikérperlésung auf die Platte gegeben
und fir 2 Stunden auf einem ELISA-Plattenschittler bei ca. 500 Upm und
Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem Zeitraum wurden die Uberschissigen
Reagenzien durch dreimaliges Waschen der Vertiefungen mit Waschpuffer entfernt und
die Platte durch Ausklopfen auf Kiichenpapier getrocknet. Darauf folgte die Zugabe von
200 pl Alkalische-Phosphatase-Substrat. Nach einer Inkubationzeit von 45 Minuten bei
Raumtemperatur ohne Schiitteln wurde die Enzymreaktion mit Hilfe 50 pl Stop-Puffer
beendet und die Intensitét der entstandenen Gelbfarbung bei 405 nm in einem Mikrotiter-
Lesegerat ermittelt.

Zur Berechnung der Menge an gebundenem PGE;, pro Probe in pg/ml wurden folgende
Formeln angewendet:
1. durchschnittliche Netto-Optische Dichte (OD) = durchschnittliche OD x NSB
oD
2. Prozent gebunden = Netto OD/Netto BO OD x 100
3. Steigung (m) der Standard-Kurve errechnen
y=mLn(x) + b
4. Menge an PGE; errechnen
(EXP(- % gebunden/m + b/m))
B0 = maximale Bindung; NSB = nicht-spezifische Bindung

3.5.6.2 Messung von Prostacyclin (PGly)

Da PGl; nur eine kurze Halbwertzeit von 60 Minuten in Blutplasma bzw. 2-3 Minuten in
Puffer hat, ist es eine gangige Methode anstatt PGl, das stabile Hydrationsprodukt 6-keto-
PGF;, zu messen. Dies erfolgte durch einen 6-keto-PGF;,- ELISA-Kit von Biotrend.

Das Prinzip des ELISAs und die Durchfiihrung ist gleich derer fiir PGE,, wie unter 3.5.6.1
beschrieben. Als Standard wurde eine Verdinnungsreihe einer PGF;,-Stammlésung

ausgehend von 50.000 pg/ml bis zu 3.2 pg/ml verwendet.
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3.5.6.3 Messung von ,Macrophage Inflammatory Protein 2 (MIP-2)

Mit dem Maus MIP-2 Immunassay von R&D Systems kann das Chemokin MIP-2 mittels
der ELISA-Technik in Zellkulturliberstanden nachgewiesen werden. Eine 96-Loch ELISA-
Platte ist mit einem spezifischen polyklonalen Antikérper fir MIP-2 beschichtet. Je 50 ul
der Standardlésungen, Kontrollen und Proben werden in die daflir vorgesehenen Lécher
pipettiert und fur 2h bei Raumtemperatur inkubiert, sodass das vorhandene MIP-2 an den
Antikdrper binden kann. Nach einem Waschschritt, bei dem nicht gebundene Substanzen
entfernt wurden, wurde 100 pl eines Enzym-gekoppelter polyklonalen Antikdrpers
spezifisch fur MIP-2 zu den Proben gegeben und wiederum firr 2h bei RT inkubiert. Nach
erneutem waschen wurden 100 pl/ Probe einer Substrat-Lésung zupipettiert, wodurch sich
die Proben aufgrund der enzymatischen Reaktion blau farben. Nach Inkubation von 30
Minuten wurden 100 pl einer Stop-Lésung zugegeben, was eine Gelbfarbung der Proben
verursacht. Die Messung erfolgt bei 450 nm in einem Mikrotiter-Lesegeréat. Die Intensitat
der gemessenen Farbung ist proportional zum MIP-2-Gehalt der Probe. Als Standard
wurde eine Verdinnungsreihe einer MIP-2-Stammlésung ausgehend von 500 pg/ml bis zu

7,8 pg/ml verwendet.

3.5.7 Bestimmung der Nitrit-Konzentration in Zellkulturiberstanden
(Griess-Reaktion)

Die Nitrit-Konzentration in Zellkulturiberstdnden wird mit Hilfe der Griess-Reaktion
ermittelt. Hierzu wurde von jeder Probe 200 ul Zellkulturiberstand in eine 96-Loch
Mikrotiterplatte Gberflhrt uns jeweils mit 20 pl 1% Sulfamilamidlésung (SA, geléstin 1.2 M
HCI) und 20 pl 0,1% N-Naphthyethylendiamin-Dihydrochlorid (NE, geldst in H,O) versetzt.
Nach einer Reaktionszeit von 5 Minuten bei RT kann die Extinktion bei 540 nm in einem
Mikrotiter-Lesegerat gemessen werden. Fir die Quantifizierung der Nitrit-Konzentration
wurde ein NaNO,-Standard von 1 pM-100uM verwendet.
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3.5.8 Western-Blot

Die Western-Blot-Methode dient der Identifikation und Quantifizierung spezifischer
Proteine in komplexen Proteingemischen, wie Zell-Lysate oder Gewebe-Lysate. Nach
Auftrennung der Proteine, abhangig von ihrer GréBe, im elektrischen Feld werden sie auf
eine Membran transferiert und dadurch immobilisiert. Auf der Membran erfolgt der
Nachweis des Proteins mittels eines spezifischen Antikérpers. Der gebundene erste
Antikdrper wird durch einen zweiten Antikérper, der ein Enzym, die Peroxidase, gekoppelt
ist, detektiert.

3.5.8.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelktrophorese

Proteine kénnen durch SDS-Polyacryamid-Gelelktrophorese unter denaturierenden und je
nach Probe reduzierenden Bedingungen proprtional zu ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. Dabei wandern die zu untersuchenden Molekile in einem
elektrischen Feld durch eine Gelmatrix, gebildet von einem Gemisch aus Acrylamid und
Bisacrylamid. Acrylamid bildet in Anwesenheit freier Radikale in einer Kettenreaktion
lange Polymere, Bisacrylamid dient dazu, diese Polymere zu vernetzen. Als Katalysator
wurde  TEMED (N,N,N",N'- Tetramethylethylendiamin), als Radikalbildner
Ammoniumperoxodisulfat eingesetzt. SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein anionisches
Detergens, welches die Eigenladung der Proteine so effektiv Uberdeckt, dass Micellen mit
konstanter negativer Ladung pro Masseeinheit entstehen (1,4 g SDS pro 1 g Protein). Die
Laufgeschwindigkeit der Proteine im Gel ist nun nur noch von der relativen Molekilmasse
abhangig. Um eine scharfere Bandentrennung zu erreichen wird Uber das Trenngel ein
Sammelgel gegossen. Die Matrix im Sammelgel besitzt gréBere Poren und einen anderen
pH-Wert als das Trenngel. Darin wandern die Proteine schnell und ohne eine Auftrennung
als scharfe Bande in einem Gebiet hoher Feldstarke. Mit Erreichen der Grenzflache zum
Trenngel wird ihre Geschwindigkeit drastisch, und nun abh&ngig von der GréBe,
verringert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Gelen mit den MaBen 10x 15x 0,15 cm (Lange x
Breite x Dicke; Hoefer Kammern). Fir Proteine von 120 kDa wurden 10% Trenngele
verwendet, fir Proteine von 15-20 kDa 15% Trenngele (siehe Tabelle 3-4).
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Tabelle 3-4: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel bei der SDS-PAGE.

Puffer | Acrylamid | ddH,O | 10% SDS | 10% APS | TEMED

Trenln- 10% | 7,5ml 7,5ml 12ml | 300l 300 pl 15 pl
ge

15% | 7,5 ml 15ml | 6,9ml | 300 pl 300 pl 15 ul

Samnie/- 3,75ml 2ml 9,1ml | 150 ul 45 pl 15 pl
ge

Fir die Detektion von intrazellularen Proteinen wurden 35-150 ug Gesamtprotein (s.
3.5.1) in 2x Laemmli-Puffer aufgenommen und auf das Gel aufgetragen; zur
Untersuchung von extrazellularen Proteinen 1,5 ml TCA-geféllter Zellkulturiiberstand (s.
3.5.4) verwendet.

Fir die Western-Blot Analyse von der iINOS wurden die Proben fir 5 Minuten bei 95°C
erhitzt und anschlieBend auf das Proteingel aufgetragen, bei der Analyse der sPLA,s und
des M-Typ-Rezeptors wurden die Proben vor Auftrag nicht denaturiert. Die
Elektrophorese wurde bei konstanter Stromstarke tber Nacht bei 7 mA durchgefihrt; als
Laufpuffer wurde 1x PAGE verwendet.

3.5.8.2 Transfer auf eine PVDF-Membran

Die im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden zum immunologischen Nachweis
auf eine Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membran elektrotranferiert, wobei die elektrische
Ladung der separierten Proteine ausgenutzt wird.

Der Elektro-Blot wurde nach der ,Semi-Dry“Methode im kontinuierlichen Puffersystem
durchgefiihrt. Zunachst wurde das Polyacrylamidgel in Transferpuffer inkubiert. Parallel
dazu wurde das auf Gelgr6Be zugeschnittene Whatman 3 MM Filterpapier ebenfalls in
Transfer-Puffer aquilibriert. Die Tragermembran wurde nach Aktivierung mit Methanol,
kurz mit Wasser gewaschen und ebenfalls in Transferpuffer aquilibriert. Der Blot wurde
dann folgendermaBen aufgebaut:

Kathodenplatte (oben)

6 Blatter 3BMM Whatmanpapier
Poyacrylamidgel
PVDF-Membran

6 Blatter BMM Whatmanpapier

Anodenplatte (unten)
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Nachdem der Blot wie beschrieben und luftblasenfrei aufgebaut wurde, wurden die
Proteine innerhalb von einer Stunde bei 0,8 mA/cm? auf die PVDF-Membran transferiert.
Nach dem erfolgten Transfer wird der noch feuchte Blot sofort in Blockldsung Uberfihrt
oder luftgetrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -4°C gelagert. Das Gel wird nach
dem Blotten durch Anfarben mit Coomassie Brilliant Blau auf Effektivitat und das
Auftragen von &quivalenten Mengen an Protein Uberpruft.

3.5.8.3 Immundetektion

Der immunologische Nachweis von speziellen Proteinen erfolgt zunachst durch einen
spezifischen Primarantikdrper, der seinerseits durch einen Sekundarantikérper erkannt
wird.

Fir den weiteren Prozess wurde die getrocknete Membran zur Aktivierung fir 15
Sekunden in Methanol getaucht und anschlieBend mit ddH,O gespllt. Zum Abblocken
unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran fir 1h in Blocklésung bei RT
inkubiert. Des Weiteren erfolgte die Inkubation mit dem spezifischen Primé&rantikérper und
nach 3maligen waschen mit Waschpuffer wurde die spezifische Bindung des
Priméarantikérpers durch die Inkubation mit dem spezies-spezifischen Zweitantikérpers fiir
1 Stunde bei RT detektiert. Die Bedingungen fiir die Western-Blot Analysen sind in
Tabelle 3-5 zusammengefasst.

Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Membran fiir 1 Minute bei Raumtemperatur
mit einem Mix aus 50% ECL-Reagent | und 50% ECL-Reagenz Il inkubiert und die
Chemolumineszenz durch Autoradiographie detektiert. Der Réntgenfilm wurde dabei in
einer Autoradiographie-Kassette bei Raumtemperatur exponiert und maschinell
(Hyperprocessor, Amersham) entwickelt.
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Tabelle 3-5: Western-Blot Bedingungen.

Primar- .. Inkubations- Sekundar-
antikérper Blockpuffer | Verdiinnung zeit Waschpuffer antikorper
Maus
. Anti-Kaninchen
SPLA.-IB | NETG-Puffer 1:150 2h NETG-Puffer HRP, 1:10.000
. Anti-Kaninchen
SPLA>-V | NETG-Puffer 1:150 2h NETG-Puffer HRP, 1:10.000
. Anti-Kaninchen
SPLA>-X | NETG-Puffer 1:150 2h NETG-Puffer HRP, 1:10.000
M-Typ- 5% Milch- 11000 3n 1x PBS- Anti-Kaninchen
Rezeptor pulver/PBS ) Tween HRP, 1:10.000
. 3% BSA/ . . 1x PBS- Anti-Kaninchen
iNOS PBS 1:2000 Uber Nacht Tween HRP. 1:10.000
5% Milch- . . 1x PBS- Anti-Kaninchen
COX-1 pulver/PBS 1:1000 dber Nacht Tween HRP, 1:10.000
5% Milch- ) . 1x PBS- Anti-Ziege
COX-2 | Luver/PBS 1:1000 Uber Nacht Tween HRP, 1:10.000
. 2% Milch- . 1x PBS- Anti-Maus
p-Aktin pulver/PBS 1:10.000 1 Tween HRP, 1:10.000
Ratte
2% BSA/ . 1x PBS- Anti-Kaninchen
SPLA--IB PBS 1:1000 2h Tween HRP, 1:15.000
M-Typ- 5% Milch- 1:500 on 1x TBS- Anti-Kaninchen
Rezeptor pulver/PBS ) Tween HRP, 1:15.000
. 2% BSA/ . 1x PBS- Anti-Maus
B-Aktin ;,BS 1:10.000 30 min. Twoon HRP. 1:10.000

3.5.9 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz wurde 1940 von dem Mikrobiologen Albert Coons eingeflihrt. Die
Methode wurde zur spezifischen Detektion von Proteinen in Geweben verwendet und
basiert auf der Erkennung eines bestimmten Proteins durch einen spezifischen
Antikdrper, an den wiederum ein spezifischer Fluorochrom-gekoppelter Zweit-Antikérper
bindet. Durch die Einwirkung von Licht gibt das Fluorochrom fluoreszierendes Licht ab,
das durch ein Fluoreszenz-Mikroskop analysiert werden kann.

Der Vorteil dieser Methode gegentber der Immunhistochemie, die auf einer
enzymatischen Farbentwicklung basiert, ist, dass die Detektion von fluoreszierendem
Licht sensitiver ist als die von sichtbarem Licht, wodurch geringere Mengen an Protein
nachgewiesen werden kdnnen. Des Weiteren ermdglicht die Immunfluoreszenz-Methode
die Kolokalisation mehrerer Proteine, indem die verwendeten Zweit-Antikdrper an
verschiedene Fluorochrome gekoppelt sind. Bei der Kolokalisation muss darauf geachtet
werden, dass die verwendeten Erst-Antikdrper aus verschiedenen Spezies stammen, so
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dass durch die Bindung des korrespondierenden Zweit-Antikdrpers eine spezifische
Farbung des gesuchten Proteins mdéglich ist.

3.5.9.1 Farbung von Paraffinschnitten aus Rattennieren

Fir die Immunfluoreszenz wurden 6 pm dicke Paraffinschnitte von der Mausniere
verwendet. Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte zweimal 5 Minuten in Xylol, zweimal
10 Minuten in 100% Ethanol und danach zweimal 10 Minuten in 96 % Ethanol getaucht.
Die Rehydratisierung erfolgte fir 5 Minuten in ddH,O, gefolgt von 10 Minuten in 1 x PBS.
AnschlieBend wurden die Schnitte in 10 mM Citratpuffer dreimal fiir 3 Minuten bei 760
Watt in der Mikrowelle erhitzt, um die Epitope zu demaskieren. Die Schnitte wurden
danach 10-20 Minuten auf Raumtemperatur abgekihlt und anschlieBend dreimal 5
Minuten mit 1 x PBS gewaschen. Um unspezifische Bindungsstellen des Erst-Antikdrpers
zu blockieren, wurden die Schnitte 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 15% Ziegenserum
behandelt. Die Blockierlésung wurde abpipettiert und die Schnitte mit dem in 15%
Ziegenserum verdinnten Primarantikérper inkubiert (siehe Tabelle 3-6). Als Kontrollen
wurden zum einen Schnitte anstatt mit dem Primarantikbrper mit dem entsprechenden
Préa-Immunserum in gleicher Konzentration behandelt, um die Spezifitdt des
Primé&rantikérpers auszutesten. Zum anderen wurde durch die Inkubation der Schnitte mit
15% Ziegenserum anstelle des Primarantikdrpers kontrolliert, ob der Sekundarantikérper
unspezifisch an Proteine des Gewebes binden kann. Die Proben wurden lber Nacht bei
4°C mit dem jeweiligen Erst-Antikdrper inkubiert. Am néachsten Tag wurden die Schnitte
dreimal 5 Minuten mit 1 x PBS gewaschen, der entsprechende Sekundarantikérper in
15% Ziegenserum 1:400 verdinnt und die Schnitte mit diesem fir 35 Minuten bei
Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Die Schnitte wurden danach dreimal 5 Minuten
mit 1 x PBS gewaschen, leicht abgetrocknet und mit Fluoreszenz-Eindeckmedium von
DAKO eingedeckt. Die so gefarbten Schnitte wurden mit Hife eines
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 (Zeiss, Gottingen, Germany) analysiert. Um die
sPLA,-Enzyme darzustellen, wurde monochromatisches Licht mit einer Wellenlange von
488 nm mit einem ,dichroic beam splitter* (FT 488/543) und einem Emissionsbandpal-
Filter von 505 bis 530 nm verwendet. Die Aufnahmen wurden bei unterschiedlichen
VergréBerungen gemacht.

3.5.9.2 Imuncytologische Farbung von murinen Mesangiumzellen

Zum Immuncytologischen Nachweis der verschiedenen Zielproteine wurden murine
Mesangiumzellen, wie unter 3.2.3 beschrieben, in 6-Loch Platten auf Deckglasern
ausgesat und kultiviert. Nachdem der Zellrasen eine Konfluenz von ca. 80% erreicht
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hatte, wurden die Uberstande abgenommen und die auf den Deckgldsern gewachsenen
Zellen 3 x kurz mit PBS gewaschen. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten bei
Raumtemperatur. Nach dem Waschen wurden die Zellen fir 10 Minuten mit 3%
Paraformaldehyd/PBS fixiert und anschlieBend fir 5 Minuten mit 1% Triton X-100/PBS
permeabilisiert. Zur Entfernung des Tritons wurde 3 x kurz mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 30 Minuten mit 0.5% BSA/ddH.O geblockt. Die
Inkubation mit den entsprechenden, in Blockpuffer verdiinnten Primé&rantikérpern erfolgte
fir 1 Stunde (siehe Tabelle 3-6). Nachdem erneut 3 x mit PBS gewaschen wurde, wurde
der 1:400 in Blockpuffer verdinnte Zweitantikérper fir 1 Stunde auf die Zellen
aufgetragen. AbschlieBend wurde 3x mit PBS gewaschen, und die Deckglaser 1x kurz in
ddH,O getaucht, um restliche Salze zu entfernen. Die Deckglaser wurden nun mit dem
Zellrasen nach unten auf einen Objekttrager Uberfihrt und mit Fluoreszenz-
Eindeckmedium von DAKO eingedeckt. Die Expression der Zielproteine wurde mit Hilfe
eines Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 (Zeiss, Gottingen, Germany) wie unter 3.5.9.1

analysiert.
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Tabelle 3-6: Primar- und Sekundarantikérper fir die Immunfluoreszenz.

Primér- . . Sekundar- Fluoreszenz-
Antikorper Sl | NG antikérper Farbstoff
Maus
"Smooj‘hkg;”sc’e | Maus 1:500 anti-Maus IgG | ALEXA Fluor 488
Zytokeratin Maus 1:500 anti-Maus IgG | ALEXA Fluor 488
Ratte
. ] anti-Kaninchen | ALEXAFluor 488
SPLA,-IB Kaninchen 1:400 Me (grin)
. ) anti-Kaninchen | ALEXAFluor 488
M-Typ-Rezeptor | Kaninchen 1:10 Me (grin)
HIS-48 Maus 1:2 anti-Maus 1gG ALEX’?;'B” 594
ED-1 Maus 1:2 anti-Maus IgG ALEXA(‘EBN 594

3.5.10 sPLA; M-Typ-Rezeptor Bindungsstudien

Anhand der Bindungsstudien sollte die Expression des sPLA, M-Typ-Rezeptors auf
Proteinebene in murinen Mesangiumzellen untersucht werden. Als negativ Kontrolle
wurden Mesangiumzellen aus M-Typ-Rezeptor-knockout Mausen verwendet. Das Prinzip
dieser Methode besteht darin die hohe Bindungsaffinitit des radioaktiv markierten
Liganden zum Rezeptorprotein auszunutzen und anschlieBend die radioaktive Strahlung
des gebundenen Liganden zu messen. Die Intensitdt der Strahlung ist proportional zur
Expression des Rezeptorproteins.

Die Bindungsstudien wurden sowohl an frisch isolierten Zellmembranen als auch direkt an
lebenden Zellen durchgefiihrt. Als Ligand wurde Oxyuranus scutellatus-Toxin 2 (OSy)
verwendet; die Markierung mit '?° lod erfolgte wie in Lambeau et al. (1989) beschrieben.
Der radioaktiv markierte Ligand '*°I-OS, (100.000 cpm) und auBerdem nicht markiertes
OS; als konkurrierendes Molekil wurden zusammen in Bindungspuffer flir 5 Minuten bei
RT inkubiert. AnschlieBend wurden frisch isolierte Zellmembranen (siehe 3.5.2) in einer
Konzentration von 1 mg/ml zu den Liganden gegeben und fir 1h bei RT inkubiert. Um die
Reaktion zu stoppen wurde der Mix Uber eine GF/C Glasfasersaule filtriert, die vorher mit
0,5% Polyethylenamin &quilibriert wurde. Der K, 5- Wert ist definiert als die Konzentration
des sPLA, Konkurrenzmolekiil, welches 50% der spezifischen Bindung inhibiert.

Far Bindungsstudien an lebenden Zellen wurden die Zellen wie unter 3.3.1 beschrieben
in 3,5 cm Schalen kultiviert. Nach einmaligem waschen der Zellen mit 1x PBS wurde der
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radioaktiv markierte Ligand '?°I-OS, (200.000 cpm/ml) zu den Zellen gegeben und fiir 1h
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal mit
Bindungspuffer gewaschen. Durch Zugabe von 1 ml 10% NaOH wurden die Zellen lysiert
und anschlieBend von dem Boden der Zellkulturplatte geschabt. Die Intensitat der

radioaktiven Strahlung wurde mit einem B-/y-Counter gemessen.

3.5.11 Statistik

Die erhobenen Befunde in den Zellkulturexperimenten sind als Mittelwerte aus drei
unabhangigen Parallelansatzen pro Experiment (n=3) angegeben. Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte mit dem Student’s t-Test flir gepaarte Daten. Ein P-Wert
von weniger als 0.05 (p < 0.05) wurde als statistisch signifikant erachtet.

Von den Ergebnissen der Immunfluoreszenz ist jeweils eine reprasentative Farbung

dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression des spezifischen sPLA, M-Typ-Rezeptors und
seines Liganden sPLA,-IB in der Rattenniere

Wahrend einer akuten Pankreatitis sind erhdhte Spiegel der sPLA,-IB in der menschlichen
Niere zu finden, welcher scheinbar dort in die verstarkte Eicosanoid-Biosynthese involviert
ist (Hietaranta et al., 1992; Motyoshi et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass die
Behandlung von Ratten-Mesangiumzellen mit exogener sPLA,-IB in der erhdhten
Expression der sPLA.-IIA resultiert, was vermutlich aber nicht (ber die katalytische
Aktivitat, sondern Uber die Bindung an den M-Typ-Rezeptor (MTR) vermittelt wird (Beck et
al., 2003).

Deshalb war es von Interesse zu untersuchen, welche Rolle die sPLA,-IB und der MTR
wahrend einer Glomerulonephritis spielen. Fiir experimentelle in-vivo-Studien wurde das
Anti-Thy1.1-Glomerulonephritis-Modell (vgl. 3.2) in der Ratte verwendet. Die in-vitro-
Untersuchungen wurden an priméren Ratten-Mesangiumzellen, Ratten-Endothelzellen
und isolierten Leukozyten aus der Ratte, welche mit dem proinflammatorischen Zytokin IL-

1B stimuliert wurden, durchgefihrt.

4.1.1 Expression der sPLA,-IB im Anti-Thy-1.1-Glomerulonephritis-
Modell

In den folgenden Experimenten wurde die mRNA- und Protein-Expression der sPLA,-IB
wahrend einer induzierten Anti-Thy1.1-Glomerulonephritis (Anti-Thy1.1-GN) in Ratten
untersucht. Dafir wurden Gesamt-mRNA bzw. Gesamt-Protein-Extrakte aus Ratten-
Nieren nach verschiedenen Zeitpunkten der Induktion der Anti-Thy1.1-GN hergestellt und
mittels sg-PCR- bzw. Western-Blot-Technik die Expressionsspiegel der sPLA-IB
analysiert.

Abbildung 4.1 (A) zeigt, dass die mRNA-Expressionsspiegel der sPLA,-IB schon 2h nach
Induktion der Anti-Thy1.1-GN im Vergleich zur Kontrolle (0h) anstiegt. Nachdem er 6h
nach Induktion ein Maximum erreicht hatte, féllt er nach 24h wieder ab und erreichte nach
7-14 Tagen das Kontrollniveau. Mittels Western-Blot-Analyse (Abb. 4.1 (B)) konnte ein
leichter Anstieg der sPLA,-IB Protein-Expression 6h nach Induktion der Anti-Thy1.1-GN
verzeichnet werden. Das Expressionsmaximum wurde hier nach 24h erreicht. Nach 7
bzw. 14 Tagen ist die sPLA,-IB- Protein-Expression schon deutlich schwacher, aber noch
nicht wieder auf Kontrollniveau zurlickgekehrt.
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(A) semiquantitative PCR

Sl B 0w mae s | <sPLAIB
Oh 2h  6h 24h 7d 14d

(B) Western-Blot

15kD

a0 | AR G | < SPLA,-IB
Oh 2h 6h 24h 7d 14d

E————— L PP

Abbildung 4.1 (A+B): Expression der sPLA,-IB wahrend der Anti-Thy1.1-GN in
Rattennieren.

Die Anti-Thy1.1-GN wurde durch Gabe des Antikérpers Thy 1.1 (OX7) wie unter 3.2 beschrieben
induziert. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden die Ratten getdtet und aus den Nieren
Gesamt-RNA bzw. Gesamt-Protein isoliert. (A) sg-PCR: 5 pg Gesamt-RNA wurden in die RT-
Reaktion eingesetzt, wovon je 2 pl fiir die Durchfiihrung der sq-PCR mit spezifischen Primerpaaren
fir die sPLA,-IB (vgl. 3.4.7) verwendet wurden. Aliquots der PCR-Produkte wurden auf einem
Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe von UV-Licht visualisiert. Als Standardisierung diente
GAPDH. (B) Western-Blot-Analyse: 100 pg des Protein-Lysat wurde mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und auf einer PVDF-Membran immobilisiert. Die Detektion erfolgte durch Inkubation
mit einem spezifischen Erst-Antikérper gegen die Ratten-sPLA,-IB in einer Konzentration von
1:1000, der Zweit-Antikérper wurde in einer Konzentration von 1:15.000 verwendet. Als
Ladungskontrolle wurde B-Aktin detektiert. Die Experimente wurden dreimal durchgefihrt und
vergleichbare Ergebnisse erzielt. h= Stunde d= Tage

4.1.2 Expression der sPLA,-IB in glomerularen Mesangiumzellen und
Endothelzellen der Ratte

Wie unter 4.1 gezeigt, wird die sPLA,-IB wahrend der Anti-Thy1.1-GN auf mRNA- und
Protein-Ebene induziert. Im Weiteren sollte nun festgestellt werden, welcher Zelltyp im
Glomerulus fir die sPLA,-IB Expression verantwortlich ist und wie die sPLA.-IB unter
entziindlichen Bedingungen reguliert wird.

Hierzu wurden Mesangiumzellen und Endothelzellen aus dem Rattenglomerulus wie unter
3.3.1 beschrieben isoliert und kultiviert und mit den proinflammatorischen Zytokinen IL-13
(1 nM) und TNFa (1 nM), einzeln oder in Kombination, fir 24h inkubiert. AuBerdem wurde
geprift, ob die sPLA,-IB Einfluss auf ihre eigene Genexpression hat. Daflir wurden die
Zellen mit exogener sPLA,-IB (aus dem Rinder-Pankreas, 1 pM) bzw. mit der katalytisch
inaktiven Mutante dieses Enzyms, der H48Q (1 uM), ebenfalls fiir 24h behandelt. Bei dem
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Enzym H48Q wurde das Histidin 48 in der katalytischen Domé&ne gegen ein Glutamat
ausgetauscht. Dies hat keinen Einfluss auf die Struktur des Enzyms, fiihrt aber zur
katalytischen Inaktivitat (Janssen et al., 1999). Die mRNA-Expression wurde mittels sq-
PCR-Technik, die Proteinexpression mittels Western-Blot-Analyse untersucht (Abb. 4.2
(A+B)).

Abbildung 4.2 (A) zeigt, dass die sPLA.-IB auf mRNA-Ebene unter unstimulierten
Bedingungen von Endothelzellen schwach, aber konstitutiv exprimiert wurde. Mit den
proinflammatorischen Zytokinen IL-1B und TNFa, einzeln oder in Kombination gegeben,
konnte keine weitere Erh6hung des sPLA,-Expressionsspiegel erreicht werden. Wurden
die Endothelzellen jedoch mit exogener sPLA.-IB bzw. ihrer katalytisch inaktiven Mutante
stimuliert, so fand eine starke Induktion der sPLA,-IB Expression statt. Der Nachweis des
sPLA,-1B-Proteins in den Zellkulturliberstanden zeigte, dass die Endothelzellen bereits
unter unstimulierten Bedingungen die sPLA,-IB offensichtlich konstitutiv sezernieren und
dies durch die Behandlung mit den Zytokinen IL-13 und TNFa leicht gesteigert werden
konnte. Dagegen konnte in den Mesangiumzellen die sPLA,-IB auf mRNA-Ebene nicht
nachgewiesen werden.

Die Western-Blot Analyse mit den sPLA,-IB-behandelten Zellen war technisch nicht
maoglich, da die exogene sPLA,-IB wie auch die inaktive sPLA,-IB-Mutante mit dem

Antikérper kreuzreagieren.

(A) semiquantitative PCR
Endothelzellen Mesangiumzellen
| — .- - | < sPLA--IB
Ktr  IL-1B 1B IL-1B+ H48Q Ktr IL-1p 1B IL-1B+
TNFa TNFa
[ | | < GAPDH
(B) Western-Blot
Endothelzellen Mesangiumzellen
15 kD
14 - - o < sPLAz-IB
pos. Ktr Ktr IL-18 IL-1B+ Kitr IL-18
TNFa

Abbildung 4.2 (A+B): Nachweis der sPLA,-IB in glomerularen Endothelzellen und
Mesangiumzellen der Ratte.

Die Zellen wurden wie unter 3.3.2 beschrieben kultiviert und anschlieBend fiir 24h mit TNFa (1
nM), IL-1B (1 nM), sPLA,-IB (1 pM) bzw. H48Q (1 puM) stimuliert. (A) sg-PCR: 5 pg Gesamt-RNA
wurden in die RT-Reaktion eingesetzt, wovon je 2 pl fir die Durchfihrung der sq-PCR mit
spezifischen Primerpaaren fir die sPLA.-IB (vgl. 3.4.7) verwendet wurden. Aliquots der PCR-
Produkte wurden Uber auf einem Agarosegel aufgetragen und mit Hilfe von UV-Licht visualisiert.
Als Standardisierung diente GAPDH. (B) Western-Blot: Je 2 ml Zellkulturiiberstand wurde mittels
SDS-PAGE aufgetrennt und auf einer PVDF-Membran immobilisiert. Die Detektion erfolgte durch

73



Ergebnisse

Inkubation mit einem spezifischen Erst-Antikérper gegen die Ratten sPLA.-IB in einer
Konzentration von 1:1000, der Zweit-Antikérper wurde in einer Konzentration von 1:15.000
verwendet. Als Ladungskontrolle wurde B-Aktin detektiert. Als Positivkontrolle wurden 3 pug
rekombinantes sPLA,-IB Protein aus dem Schwein aufgetragen. Die Experimente wurden dreimal
durchgeflihrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt. . pos. Kir= positiv Kontrolle Kitr= Kontrolle 1B=
sPLA.-IB

4.1.3 Detektion der sPLA,-IB in infiltrierenden Immunzellen in der
Rattenniere

Wie in 4.1.2 gezeigt werden konnte, wird die sPLA,-IB von Ratten-Endothelzellen
konstitutiv exprimiert, und eine Verstarkung der Expression konnte nach Gabe von
exogener sPLA,-IB festgestellt werden. Im Folgendem sollte nun untersucht werden, ob
auch Immunzellen wie Monozyten und Granulozyten, die als frihes Ereignis einer
Glomerulonephritis in die Niere einwandern, eine Quelle der sPLA,-IB-Produktion
darstellen kénnten (Roy-Chaudhury et al.,, 1995). Hierzu wurden Paraffinschnitte von
Kontrollnieren bzw. Nieren 6h nach Induktion der Anti-Thy1.1-GN angefertigt und
immunhistologisch angefarbt. Als spezifischer Marker fir Neutrophile diente der HIS-48
Antikérper, fir Monozyten der ED-1 Antikdrper.

Die Abbildung 4.3 (A) zeigt eine deutliche Farbung zum einen des sPLA.-IB-Proteins (2)
und zum anderen der Neutrophile (3) in den Glomeruli 6h nach Induktion der Anti-Thy1.1-
GN im Vergleich zu den Kontrolinieren (1). Das Ubereinanderlegen dieser Bilder zum
Nachweis der Kolokalisation zeigte deutlich, dass die vermehrte sPLA,-IB-Expression in
den Neutrophilen in den Glomeruli erfolgte (4). Auch die Expression der Monozyten (Abb.
4.3 (B)-(3)) war 6h nach Induktion der Glomerulonephritis deutlich héher im Vergleich zur
Kontrolle (1). Ein Teil dieser infiltierten Immunzellen war demnach fur die erhdhte
Expression der sPLA,-IB verantwortlich, wie in Bild (4) durch die Kolokalisation zu sehen
ist.
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Immunfluoreszenzen

(A)

SPLAIB + HIS-48 sPLA-IB HIs-48 SPLA,-IB + HIS-48

10 um 10 um

10 pm
—

Kontrollniere 6h nach Induktion

(B)

sPLA>-IB + ED-1 sPLA-IB ED-1 sPLA>-IB + ED-1

10 pm

10 pm 10 um
— —

10 um
—l
Kontroliniere \\ 6h nach Induktion

Abbildung 4.3 (A+B): Kolokalisation der sPLA,-IB und der Immunzellen in Rattennieren.
Kolokalisation der sPLA,-IB und Neutrophile (HIS-48) (A) bzw. Monozyten ED-1 (B) durch
immunhistologische Férbungen. Die Markierungen wurden in Paraffinschnitten von Kontrollnieren
bzw. 6h nach Induktion der Anti-Thy-1.1-GN durchgefiihrt wie in 3.5.9.1 beschrieben. Der sPLA.-I1B
Antikdrper wurde in einer Konzentration von 1:400, die Antikérper HIS-48 und ED-1 von je 1:2
eingesetzt. Die Zweit-Antikérper ALEXA 488 (griin) bzw. 594 (rot) wurden in Konzentrationen von
je 1:400 verwendet. Die Bilder wurden mit Hilfe eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops
aufgenommen. VergréBerung 400x.

4.1.4 Expression des sPLA,-M-Typ-Rezeptors unter entzindlichen
Bedingungen in der Rattenniere

Studien zeigen, dass die sPLA,-IB in der Eicosanoid-Biosynthese involviert ist (Motyoshi
et al., 2001), obwohl dieser Subtyp nur Uber geringe Kapazitat verfligt, Arachidonsaure
direkt aus zellularen Membranen freizusetzen (Singer et al., 2002). Die sPLA,-IB kann
aber Uber die Bindung an den M-Typ-Rezeptor (MTR) die Freisetzung von AA initiieren
(Ancian et al., 1995; Lambeau und Lazdunski, 1999). Da die sPLA.-IB von glomerularen
Endothelzellen, als auch von einwandernden Neutrophilen und Monozyten exprimiert wird
(vgl. 4.1.2 und 4.1.3) war nun von Interesse, ob der MTR in der Niere exprimiert wird. Des
Weiteren sollte auch untersucht werden, ob er unter entziindlichen Bedingungen in-vitro
und in-vivo hochreguliert wird.
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4.1.4.1 In-vivo Expression des MTR in Rattennieren

Die Regulation der Expression des MTR sollte mittels Immunfluoreszenz-Detektion
untersucht werden. Paraffinschnitte von Kontrollinieren und von Nieren 6h nach Induktion
der Anti-Thy1.1-GN wurden mit einem spezifischen Antikérper gegen den Ratten-MTR
markiert. In Abbildung 4.4 ist zu sehen, dass 6h nach Induktion einer Anti-Thy1.1-GN eine
deutliche Induktion der MTR-Expression im Glomerulus zu erkennen war (B), wahrend in
den Kontrollnieren (A) kein MTR-Protein zu detektieren war.

Immunfluoreszenzen

sPLA; M-Typ-Rezeptor

Kontrollniere 6h nach Induktion

Abbildung 4.4 (A+B): Expression des MTRs wahrend einer Anti-Thy1.1-GN in der
Rattenniere.

Die Markierungen wurden in Paraffinschnitten von Kontrollnieren (A) bzw. 6h nach Induktion der
Anti-Thy1.1-GN (B) durchgefiihrt. Der MTR Antikérper wurde in einer Konzentration von 1:10
eingesetzt. Der Fluorochrom-gekoppelte Zweit-Antikérper ALEXA 488 (grin) wurde in
Konzentration von 1:400 verwendet. Die Auswertung erfolgte an einem Konfokalen Laser-Scanning
Mikroskop. VergréBerung 630x.

4.1.4.2 In-vitro Expression des MTR in glomerularen Zellen der Rattenniere

Die in-vitro-Studien wurden an primdren glomeruldaren Mesangiumzellen und
Endothelzellen durchgefuhrt. Die Zellen wurden wie unter 3.3.1.2 beschrieben kultiviert
und anschlieBend fir 24h mit dem proinflammatorischem Zytokin IL-1B in einer
Konzentration von 1 nM stimuliert. mMRNA bzw. Protein wurde isoliert und mittels sg-PCR
bzw. Western-Blot die Expression des MTRs analysiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass unstimulierte primare Mesangiumzellen (Kir=Kontrolle) den
MTR weder auf mRNA- noch auf Protein-Ebene exprimierten (Abb. 4.5 (A+B)). Die
Stimulation mit IL-1p aber verursachte eine deutliche Induktion dieses Gens. In den
glomerularen Endothelzellen wurde der MTR konstitutiv auf mRNA-Ebene schwach
exprimiert, und auch hier fand durch eine Behandlung mit IL-1B eine starke

Hochregulation sowohl auf mMRNA- als auch auf Protein-Ebene statt.
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(A) semiquantitative PCR

Endothelzellen = Mesangiumzellen

< M-Typ-Rezeptor

o —s D - -
Ktr IL-18 Ktr IL-18
| | < GAPDH
(B) Western Blot
Endothelzellen Mesangiumzellen
220 kDY,
= < M-Typ-Rezeptor
160 kDg_ — - ~ vp P

Ktr IL-1B pos. Ktr  Kitr IL-1B pos. Ktr

I | —— < B-Aktin

Abbildung 4.5 (A+B): Nachweis des MTRs in glomeruldren Endothel- und
Mesangiumzellen der Ratte.

Die Zellen wurden wie unter 3.3.1.2 beschrieben kultiviert und anschlieBend fiir 24h mit IL-1p (1
nM), stimuliert. (A) sq-PCR: Fir die sq-PCR wurde Gesamt-RNA isoliert und je 5 ug in die RT-
Reaktion eingesetzt, wovon je 2 pl fur die Durchfihrung der sq-PCR mit spezifischen Primerpaaren
fir den MTR (vgl. 3.4.7) verwendet wurden. Als Standardisierung diente GAPDH. (B) Western-Blot:
Je 100 pg Protein-Lysat wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf einer PVDF-Membran
immobilisiert. Die Detektion erfolgte durch Inkubation mit einem spezifischen Erst-Antikérper gegen
den Ratten-MTR in einer Konzentration von 1:500, der Zweit-Antikbrper wurde in einer
Konzentration von 1:15.000 verwendet. Als Ladungskontrolle diente 3-Aktin. Als positiv Kontrolle
wurden 2 ng rekombinantes MTR Protein aufgetragen. Die Experimente wurden dreimal
durchgefliihrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt. Die pos. Kir= Positivkontrolle  Ktr= Kontrolle
MTR = M-Typ-Rezeptor

4.2 Untersuchungen zur Expression und Regulation der
murinen sPLA,s und des M-Typ-Rezeptors (MTR) in MTR-
knockout-Mausen

Bisher stehen spezifische Antagonisten des MTR nicht zur Verfligung, die helfen kénnten,
dessen Rolle in proinflammatorischen Signaltransduktionsprozessen aufzuklaren. Eine
elegante Alternative ist die Herstellung einer MTR-knockout-Maus, um nach Isolierung
von Organen und Zellen gezielte pharmakologische Fragestellungen zu
Signaltransduktions-mechanismen bearbeiten zu kénnen.

Die MTR-knockout-Maus wurde wie unter 3.1 beschrieben generiert und uns von Dr. Kohji
Hanasaki, Shionogi Research Laboratries, Osaka, Japan zur Verfligung gestellt. Durch
das Einfliigen eines Resistenz-Gens in den Wildtyp-Stamm C57BL/6 wurde das
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Translations-Start-Codon zerstért, sodass diese Maus nicht mehr in der Lage ist, das
MTR-Protein zu exprimieren (Hanasaki et al, 1997). Als Kontrollstamm wurde die
C57BL/6-Maus verwendet. Aus beiden Mausstdmmen wurden, wie unter 3.3.1.1

beschrieben, glomerulare Mesangiumzellen isoliert und als Zellkulturmodelle verwendet.

4.2.1 Charakterisierung von Wildtyp-Maus-Mesangiumzellen
4.2.1.1 Uberpriifung der Reinheit der Mesangiumzellkultur

Glomerulare Mesangiumzellen wurden aus den Nieren von 5 Wochen alten C57BL/6
Wildtypmausen isoliert und anschlieBend kultiviert (vgl. 3.3.1). Da in den Glomeruli neben
Mesangiumzellen noch andere Zelltypen wie Endothel- und Epithelzellen vorhanden sind,
sollte gepriift werden, ob durch die Isolierungsprozedur eine reine Mesangiumzellkultur
erhalten worden war.

Bis jetzt konnten noch keine eindeutigen und zuverlassigen Marker spezifisch flr
Mesangiumzellen identifiziert werden. Allerdings kénnen durch verschiedene spezifische
Marker die Anwesenheit von Endothel- und Epithelzellen in der Kultur ausgeschlossen
werden (Radeke et al., 1994). Hierzu wurden immunzytologische Farbungen wie unter
3.5.9.2 beschrieben durchgefiihrt. Zum Einen wurden die Zellen mit einem Antikérper
gegen ,smooth muscle“Aktin markiert, auf das nur Mesangiumzellen aufgrund ihrer
Ahnlichkeit zu glatten Muskelzellen positiv reagieren, nicht aber Endothel- oder
Epithelzellen, die dieses Protein nicht exprimieren. Zum anderen wurde eine Markierung
mit Zytokeratin, einem spezifischen Marker fiir Endothel- und Epithelzellen durchgefiihrt.
Hier konnte bei Mesangiumzellen keine Farbung gezeigt werden. Durch diese Farbungen
sowie durch die morphologisch charakteristische sternformige Gestalt der
Mesangiumzellen konnte gezeigt werden, dass es sich um eine reine Mesangiumzellkultur
handelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.6 dargestellt. Die gleichen Untersuchungen
wurden mit Mesangiumzellen aus MTR-knockout-Mausen durchgefiihrt und zeigten das
gleiche Ergebnis (nicht dargestellt).
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murine Mesangiumzellen

,»Smooth muscle“- Zytokeratin
Aktin

negativ Kontrolle

Abbildung 4.6 (A-C): Charakterisierung der  Mesangiumzellkultur  durch
immunzytologische Farbungen.

Immunzytologische Farbungen: Die Mesangiumzellen wurden auf Deckgldschen Kkultiviert,
anschlieBend fixiert und permeabilisiert. Nach Blockieren mit 0.5% BSA wurden die Zellen mit den
jeweiligen Erst-Antikérpern inkubiert und anschlieBend mit einem Fluorochrom-gekoppelten Zweit-
Antikérper behandelt. Die Bilder wurden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops aufgenommen. (A)
Erst-Antikérper: ,smooth muscle“Aktin in der Konzentration 1:500, VergrdéBerung 400x (B) Erst-
Antikérper: Zytokeratin in der Konzentration 1:500, VergrdéBerung 400x (C) Inkubation ohne Erst-
Antikérper, VergréBerung 400x. Bei allen drei Experimenten wurde als Zweit-Antikdrper AlexaFluor
488-gekoppeltes anti-Maus IgG in der Konzentration 1: 600 verwendet.

4.2.1.2 Proliferation von murinen Mesangiumzellen in Kultur

Da keine Erfahrungswerte in der Kultivierung von Mesangiumzellen aus der Maus
vorlagen, sollte das Proliferationsverhalten der Zellen unter verschiedenen
Kultivierungsbedingungen untersucht werden. Dazu wurden die Zellen wie unter 3.3.1.2
beschrieben in einer Dichte von 0,25 x 10° Zellen pro @3,5 cm-Schale in Kulturmedium
ausgesat und in einem Inkubator bei 37° C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, kultiviert.
Nach der jeweiligen Kultivierungsdauer (1-4 Tage) wurden die Zellen mit Hilfe von Trypsin
von der Kulturschale geldst und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezhlt.

In Abbildung 4.7 ist eine Proliferationskurve der Maus-Mesangiumzellen dargestellt. Tag 0
kennzeichnet den Tag der Aussaat. Die Wachstumskurve zeigt bis zu Tag 3 einen
proportionalen Verlauf. Von Tag 3 zu Tag 4 ist keine weitere Zunahme der Zellzahl mehr
zu verzeichnen. Zur Stimulation wurden die Zellen nach Aussaat zwei Tage in
serumhaltigem Kulturmedium bis zu einer Konfluenz von ca. 70% kultiviert. Wahrend der
folgenden 24h in serumfreien Medium als Vorbereitung auf die Stimulation, konnte
weiterhin eine geringe Proliferation der Zellen verzeichnet werden (Daten nicht gezeigt).
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Mesangiumzellen isoliert aus MTR-knockout-Mausen zeigten das gleiche
Proliferationsverhalten wie Wildtyp-Mesangiumzellen (Daten nicht dargestellt).

2,5e+5

2,0e+5

1,5e+5

Zellzahl

1,0e+5 +

5,0e+4

0,0

0 1 2 3 4 Tage

Abbildung 4.7: Proliferationskurve von unstimulierten Maus-Mesangiuzellen in Kultur.
Maus-Mesangiumzellen wurden in einer Dichte von 0,25 x 10° Zellen pro &3,5 cm-Schale in
Kulturmedium ausgesét und in einem Inkubator bei 37° C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,
kultiviert. Nach der jeweiligen Kultivierungsdauer (1-4 Tage) wurden die Zellen mit Hilfe von
Trypsin von der Zellkulturschale gelést und mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Die
Experimente wurden dreimal durchgefihrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt.

4.2.2 Untersuchungen zur mRNA-Expression des MTR in Nieren von
Wildtyp- und MTR-knockout-M&usen sowie in isolierten Maus-
Mesangiumzellen

Fir diese Untersuchungen wurde Gesamt-RNA aus isolierten Nieren bzw. subkonfluenten
Mesangiumzellkulturen von Wildtyp- und MTR-knockout-Mausen nach der Trizol®-
Methode isoliert (vgl. 3.4.1). Mit der RNA wurde eine Reverse-Transkriptase-Reaktion
(RT-Reaktion) und anschlieBende sq-PCR durchgefihrt (vgl. 3.4.6 und 3.4.7).

Die qualitative Analyse in Abbildung 4.8 zeigt, dass in den Nieren von Wildtyp-M&usen (A)
und in den Mesangiumzellen (B) mRNA fur den MTR detektiert werden konnte. Ebenso
konnte auch in den MTR-knockout Mausen spezifische MTR-mRNA nachgewiesen
werden. Dies ist jedoch nicht Uberraschend, da nur die Proteinsynthese des MTR

ausgeschaltet wurde, nicht jedoch die Transkription der MTR-mRNA.
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(A) Niere (B) Mesangiumzellen
D s | <« MTR —— aaasse < MTR
[ s— < GAPDH | w— —| < GAPDH
WT KO wWT KO

Abbildung 4.8 (A+B): mRNA-Expression des MTRs in Wildtyp- bzw. MTR-knockout-
Mé&usen. (A) RNA-Isolierung aus schockgefrorenen Nieren von Wildtyp- bzw. MTR-knockout-
Mausen. (B) RNA-Isolierung aus subkonfluenten Mesangiumzellkulturen aus Wildtyp bzw. MTR-
knockout-Mausen. Zuvor wurden die Zellen 24h serumfrei inkubiert. Fir die sg-PCR wurde
Gesamt-RNA isoliert und je 5 ug in die RT-Reaktion eingesetzt, wovon je 2 pl fir die Durchfihrung
der sg-PCR mit spezifischen Primerpaaren fir den MTR (vgl. 3.4.7) verwendet wurden. Als
Standardisierung diente GAPDH. WT= Wildtyp KO= knockout MTR= M-Typ-Rezeptor.

4.2.3 Untersuchungen zur Protein-Expression des M-Typ-Rezeptors
in Wildtyp- und MTR-knockout-Mausen

Im Folgenden sollte die Expression des MTRs auf Proteinebene untersucht werden. Hier
wurde ein negatives Ergebnis bei den MTR-knockout—Mausen erwartet

4.2.3.1 Nachweis des MTRs mittels Western-Blot-Analyse

Die Nieren wurden aus fiinf Wochen alten C57BL/6 Wildtyp- bzw. MTR-knockout Mausen
isoliert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zu einem spéateren Zeitpunkt wurden
die Nieren aufgetaut und zur Isolierung von Proteinen im Gemisch mit dem
entsprechenden Homogenisierungspuffer im Ultraturrax zerkleinert (vgl. 3.5.1). Die
Mesangiumzellen aus Wildtyp- bzw. MTR-knockout-Mausen wurden wie unter 3.3.1.2
beschrieben kultiviert und fir den Versuch 24h serumfrei inkubiert. Die weitere
Praparation der Zelllysate sowie die Isolierung und Auftrennung der Proteine erfolgte wie
in 3.5.1 und 3.5.8 beschrieben. Die Immundetektion wurde mit einem polyklonalen
Antikdrper gegen den MTR durchgefihrt, als Positivkontrolle diente rekombinantes MTR-
Protein. Beides wurde uns von Dr. G. Lambeau, Valbonne/Frankreich zur Verfligung
gestellt. Das Zellprotein wurde unter nicht-reduzierenden Bedingungen analysiert; die
Inkubationsbedingungen fir den MTR-Antikérper sind der Tabelle 3-5 zu enthnehmen.

In Abbildung 4.9 (A) ist gezeigt, dass das ca. 180 kDa groBe MTR-Protein im
Proteinextrakt der ganzen Nieren der Wildtypmause detektiert werden konnte. Im
Proteinextraxt der Nieren von MTR-knockout-Mausen konnte erwartungsgemaB keine
Proteinbande detektiert werden. Dies ist der Nachweis, dass die MTR-knockout M&use
nicht in der Lage sind MTR Protein zu exprimieren, obwohl mRNA des MTRs in der Zelle
vorliegt. Zugleich wurde damit die Spezifitit des MTR-Antikérpers bestatigt, da keine
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weiteren Banden in den MTR-knockout-Proteinproben erkannt wurden. Dass die
Positivkontrolle bei einer geringeren GroBe detektiert wurde (ca. 150 kDa) ist damit zu
erklaren, dass hier rekombinantes Protein des |6slichen Rezeptors verwendet wurde.
Dieser ist etwas kleiner als die membrangebunde Form des MTRs (Higashino et al.,
2002). In den Lysaten von kultivierten Mesangiumzellen sowohl von Wildtyp- als auch
MTR-knockout-Mausen war kein Nachweis des Rezeptor-Proteins méglich (Abbildung 4.9
(B)). Es konnte nur das rekombinante MTR-Protein, welches als Positivkontrolle diente,
detektiert werden. Daraus lasst sich schlieBen, dass das MTR-Protein, welches unter
nichtentziindlichen Bedingungen in der Niere von gesunden C57BL/6-Wildtyp-Mausen

exprimiert wird, nicht von den Mesangiumzellen stammt.

(A) Niere
12::J)kDa ’ m < M-Typ'Rezeptor
_I ,
pos. Ktr WT KO

(B) Mesangiumzellen

250 kDar
< M-Typ-Rezeptor
150 kDa]
>

pos. Ktr WT KO

Abbildung 4.9: Detektion des MTR-Proteins in ganzen Nieren und in isolierten
Mesangiumzellen von Wildtyp- bzw. MTR-knockout-Mausen.

(A) Nachweis des MTR in ganzen Nieren von Wildtyp- (WT) bzw. MTR-knockout-M&usen (KO). (B)
Nachweis des MTR in Mesangiumzellkulturen von WT bzw. KO-Mausen. Western-Blot: 250 ug
Gesamt-Protein wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt und auf einer PVDF-Membran
immobilisiert. Der Nachweis des MTR erfolgte mit einem spezifischen Antikérper in einer
Konzentration von 1:1.000; der Zweit-Antikérper wurde in einer Konzentration von 1:10.000
eingesetzt. Als Positivkontrolle diente 2 ng rekombinantes MTR-Protein. pos. Ktr= Positivkontrolle

4.2.3.2 Nachweis des MTR mittels Rezeptor-Bindungsstudien

Zur weiteren ldentifizierung des MTR auf Proteinebene in Wildtyp-Mesangiumzellen
wurden Bindungsstudien durchgefihrt (vgl. 3.5.10). Diese Bindungsstudien sind
wesentlich sensitiver als die Western-Blot-Analyse, da 1 fmol MTR-Protein/mg
Gesamtprotein bzw. 1 fmol MTR-Protein/1 Mio. Zellen detektiert werden kann. Das Prinzip
dieser Methode besteht darin, die hohe Bindungsaffinitdt des radioaktiv markierten
Liganden zum Rezeptorprotein auszunutzen und anschlieBend die radioaktive Strahlung
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des gebundenen Liganden zu messen. Die Intensitat der Strahlung ist proportional zur
Expression des Rezeptorproteins. Die Bindungsstudien wurden sowohl an frisch isolierten
Zellmembranen (vgl. 3.5.2) als auch direkt an lebenden Zellen durchgefiihrt. Als
Negativkontrolle wurden Mesangiumzellen aus MTR-knockout-Mausen verwendet. Als
spezifischer Ligand fir den MTR wurde Oxyuranus scutellatus-Toxin 2 (OS,) verwendet;
die Markierung mit '?° lod erfolgte wie in Lambeau et al. (1989) beschrieben.

In diesen Untersuchungen konnte keine spezifische Bindung des OS,-Liganden an
Zellmembranproteine der Wildtyp-Mesangiumzellen bzw. direkt an lebenden Zellen
nachgewiesen werden. Dies bestétigt, dass murine Wildtyp-Mesangiumzellen unter
nichtentziindlichen Bedingungen keine nachweisbaren Mengen an MTR-Protein
exprimieren.

Um zu prufen, ob der MTR in Mesangiumzellen unter proinflammatorischen Bedingungen
induziert wird, wurden die Zellen mit einem Mix aus proinflammatorischen Zytokinen
(TNFo.— 0,5 nM, IL-13-0,25 nM und IFNy-5 ng/ml) wie unter 3.3.2 beschrieben
stimuliert. Aus diesen Zellen wurde Zelllysat bzw. Zellmembranen prépariert und eine
Western-Blot-Analyse mit anschlieBender Immundetektion bzw. Bindungsstudien
durchgefiihrt. Auch bei diesen Experimenten konnte keine Proteinexpression des MTRs
in Mesangiumzellen der Wildtyp-M&use nachgewiesen werden.

Da das Protein des MTR in Wildtyp-Mesangiumzellen der Maus nicht exprimiert zu sein
scheint (vgl. 4.2.2), war es nicht sinnvoll, Studien beziiglich der Rolle des Rezeptors im
Vergleich zu Mesangiumzellen aus M-Typ-Rezeptor-knockout Mausen durchzuflhren.
Deshalb wurden in den folgenden Untersuchungen nur noch Wildtyp-Mesangiumzellen als

Zellsystem verwendet.

4.3 Charakterisierung der Phospholipasen A, in Maus-
Mesangiumzellen

Nicht nur die cPLA,, sondern auch sPLA,s sind in der Lage, Fettsduren aus zellularen
Membranen freizusetzen. Daher kdnnen sie in vielen Organen sowohl physiologische als
auch pathophysiologische Prozesse auslésen oder verstarken. In Mesangiumzellen der
Rattenniere wurden hauptséachlich die Expression und Regulation der sPLA,-IIA und -V
untersucht (vgl. 1.5.2.2). Uber das Expressionsmuster der sPLA,s in murinen
Mesangiumzellen lagen zu Beginn der Studien noch keine Informationen vor.
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Um zu untersuchen, welche der zehn bislang in Saugern identifizierten sPLA,-Subtypen in
murinen Mesangiumzellen unter unstimulierten Bedingungen auf mRNA-Ebene exprimiert
werden, wurde eine Realtime-PCR wie unter 3.4.8 beschrieben fir alle sPLA,-Subtypen
sowie zum Vergleich flr die cPLA,-o und die iPLA, durchgeflhrt.

Je 5 ug Gesamt-RNA wurden zu cDNA revers transkribiert (vgl. 3.4.6) und zusammen mit
den jeweils spezifischen Primern in den PCR-Reaktionsansatz gegeben. Die Sequenzen
der Primer sind in Tabelle 2-1 dargestellt. Das Ergebnis dieses Versuches ist in Abbildung
4.10 graphisch dargestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass die mRNA Expression der verschiedenen PLA,s in
murinen Mesangiumzellen relativ zueinander groBe quantitative Unterschiede aufweist.
Die héchste Expression zeigt die sPLA,-XIIA. ErwartungsgemaB waren auch die iPLA;
und cPLA; stark exprimiert. Die sPLA,-IB, sPLAx-IIE, sPLAx-Ill, sPLA2-V und sPLAx-X
konnten auf mMRNA-Ebene nachgewiesen werden, jedoch in wesentlich geringerem MaBe
im Vergleich zur sPLA,-XIIA. Die sPLA-1IC, sPLA,-1ID, sPLA-IIF und sPLA,-XIIB konnten
nicht detektiert werden.
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Abbildung 4.10: mRNA-Expression der verschiedenen sPLA,-Enzyme in murinen
Mesangiumzellen.

Realtime-PCR: 5 pg Gesamt-RNA wurden in die RT-Reaktion eingesetzt und in cDNA
umgewandelt. Mit Hilfe einer Realtime-PCR und den jeweiligen spezifischen Primern (vgl. Tab.2-1)
konnte die jeweilige Expressionstarke der einzelnen Subtypen ermittelt werden. Die Reaktion
wurde in einem GeneAmp 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems) durchgefihrt.
Die Auswertung der Daten erfolgte mit der GeneAmp 5700 SDS Software. Die Werte sind auf die
Werte der gemessenen GAPDH normiert; der héchste Wert mouse Group XIIA (mGXIIA) wurde
auf 100% gesetzt. Die Experimente wurden dreimal durchgefiihrt und vergleichbare Ergebnisse
erzielt.
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4.4 Die Regulation von Phospholipasen A, in Maus-
Mesangiumzellen unter entziindlichen Bedingungen

4.4.1 Nachweis der mRNA- und Protein-Expression der sPLA.s

Bisher gab es keine Untersuchungen zur Regulation der sPLA,-Expression in Maus-
Mesangiumzellen durch proinflammatorische Cytokine. Daher wurde die Expression
dieser Enzyme unter inflammatorischen Bedingungen analysiert. Die Wildtyp Maus-
Mesangiumzellen wurden wie unter 3.3.1.2 beschrieben kultiviert und mit dem Mix aus
den proinflammatorischen Zytokinen TNFa.- 0,5 nM, IL-1B- 0,25 nM und IFNy- 5
ng/ml fir 24h behandelt. Zuerst wurden alle sPLA,-Subtypen sowie die cPLA, und iPLA,
beziglich ihrer mRNA-Expression mittels sg-PCR untersucht. Die Ergebnisse wurden
anschlieBend mit der Methode der Realtime-PCR bestétigt.

Die Subtypen sPLA,-IB, -X und -XIIA werden bereits unter unstimulierten Bedingungen
konstitutiv exprimiert, und nach Inkubation mit entzindlichen Zytokinen ist keine
Veranderung der Expression auf mRNA-Ebene feststellbar (Abb. 4.11 (A), (E) und (F)).
Bei der sPLA,-IIE konnte nach Zytokin-Stimulation ein leichter Anstieg, etwa um das
2fache, der mRNA-Expression gemessen werden (Abb. 4.11 (B)); bei der cPLA, und der
iPLA, konnte ebenfalls eine Hochregulation der mRNA-Expression verzeichnet werden,
namlich um das 3-fache (Abb. 4.11 (G)) bzw. 2,5-fache (Abb. 4.11 (H)). Eine deutliche
Herunterregulierung der mRNA-Expression nach Behandlung mit proinflammatorischen
Zytokinen konnte bei den sPLAs-1Il und -V gezeigt werden (Abb. 4.11 (C) und (D)). Die
Expression war um etwa das 6fache niedriger als unter unstimulierten Bedingungen.

Auch unter entzlindlichen Bedingungen werden nur diejenigen sPLAss exprimiert, welche
auch unter Kontroll-Bedingungen nachgewiesen wurden (vgl. Abb. 4.10). Eine
Neuinduktion der Genexpression einer sPLA, durch proinflammatorische Zytokine konnte
nicht beobachtet werden.

Abbildung 4.11 (A-lI): Die mRNA-Expression von Phospholipasen A, in Maus-
Mesangiumzellen unter Kontroll- und proinflammatorischen Bedingungen.

Die Mesangiumzellen wurden fir 24h mit einem Mix aus proinflammatorischen Zytokinen
behandelt (vgl. 3.8.2) und anschlieBend fir die RNA-Isolierung geerntet. 5 ug wurden in die RT-
Reaktion eingesetzt, mit der eine sg-PCR (vgl. 3.4.7) bzw. Realtime-PCR (vgl. 3.4.8) fir die
verschiedenen PLA,s durchgefiihrt wurde. Als Abgleich diente GAPDH (l). Die Ergebnisse der
Realtime-PCR wurden auf GAPDH normiert und sind hier graphisch dargestellt. Die Experimente
wurden dreimal durchgefuhrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt. Kir = Kontrolle ZM = Zytokin-
Mix
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Nachdem in Maus-Mesangiumzellen die mRNA-Expression fiir die sPLA,-IB, IIE, -lll, -V,
-X und -XIIA gezeigt werden konnte, sollten diese nun auch auf Protein-Ebene untersucht
werden. Die Zellen wurden ebenfalls fir 24h mit proinflammatorischen Zytokinen (TNFo -
0,5 nM, IL-1B-0,25 nM und IFNy- 5 ng/ml) inkubiert und anschlieBend zur
Proteinisolierung (vgl. 3.5.1) geerntet. Da die sPLA,s Enzyme sind, welche potentiell von
den Zellen sezerniert werden kénnen, wurden auch die Zellkulturiberstédnde der Versuche
gesammelt und Protein aus ihnen isoliert. Die Préazipitation der Proteine aus Zelllysat oder
Zellkulturiberstanden erfolgte mit Trichloressigsdure wie unter 3.5.4 beschrieben. Die
gefallten Proteine wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen mittels einer SDS-
PAGE getrennt. Die Analyse erfolgte mit Hilfe der Western-Blot-Methode (vgl. 3.5.8). Die
Immundetektion erfolgte mit polyklonalen Antikérpern gegen die verschiedenen Subtypen
der sPLAss. Die Antikérper wurden uns von Dr. G. Lambeau, Valbonne/ Frankreich und
Prof. Michael. Gelb, Seattle/ USA zur Verfligung gestellt, wo sie zuvor auf ihre Spezifitat
Uberprift wurden (Singer et al., 2002). Als Positivkontrolle diente rekombinantes Protein
des jeweiligen sPLA,-Subtyps. In 1,5 ml geféllten Zellkulturiiberstanden konnten die
sPLA,-IB, -V und -X immunologisch detektiert werden (vgl. Abb. 4.12). Sowohl bei der
sPLA,-IB auch als bei der -X waren keine Expressionsunterschiede zwischen der
Kontrolle und den Zytokin-behandelten Proben zu erkennen. Dies entspricht dem
Expressionmuster auf mRNA-Ebene (vgl. Abb. 4.11 (A) und (E)). Bei der sPLA,-V scheint
es, dass die Proteinexpression unter entziindlichen Bedingungen etwas schwacher ist als
der Kontrollwert, was auch schon auf mRNA-Ebene zu sehen war (vgl. Abb. 4.11 (D)). Die
sPLA,-1IE konnte mit dem entsprechenden Antikérper nicht detektiert werden.

Auf den Membranen, auf denen 200 ug gefalltes Zelllysat aufgetragen wurde, konnten
mit den zur Verflgung stehenden Antikérpern dagegen keine sPLA,-Proteine detektiert
werden (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 4.12: Proteinexpression von sPLA.s in Maus-Mesangiumzellen unter Kontroll-
und entzindlichen Bedingungen.

Die Maus Mesangiumzellen wurden fir 24h mit den proinflammatorischen Zytokinen TNFq- 0,5
nM, IL-1B-0,25 nM und IFNy- 5 ng/ml behandelt. Je 1,5 ml der Zellkulturiberstdnde wurden mit
TCA geféllt und unter nicht-reduzierenden Bedingungen in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Western-Blot-Analyse wurde mit den spezifischen Antikdrpern des jeweiligen sPLA2-Subtyps in
einer Konzentration von 1:150 durchgefihrt. Der Zweit-Antikérper Meerrettich-Peroxidase-
gekoppeltes Esel-anti-Kaninchen IgG wurde in einer Konzentration von 1:10.000 verwendet. Als
Positivkontrollen wurden je 2 ng des rekombinanten Proteins aufgetragen. Als Ladungskontrolle
diente das Coomassieblue-angefarbte Proteingel. Die Experimente wurden dreimal durchgefiihrt
und vergleichbare Ergebnisse erzielt. pos. Ktr = Positivkontrolle Ktr = Kontrolle ZM = Zytokin-Mix

Zusammenfassend zu diesen Analysen kann gesagt werden, dass in Maus-
Mesangiumzellen auf mMRNA-Ebene die sPLA,-IB, sPLA,-IIE, sSPLAx-IIl, sSPLA.-V, sPLAx-X
und sPLA,-XIIA exprimiert werden. Nach der Behandlung mit proinflammatorischen
Zytokinen konnte eine schwéachere Expression der sPLA.-Ill und sPLA,-V festgestellt
werden, wogegen die sPLA,-IIE nach dieser Stimulation etwas stérker exprimiert wurde.
Auf die mRNA-Expression der sPLA,-IB, sPLA,-X und sPLA,-XIIA hat der Zytokin-Mix
keinen Effekt.

Auf Protein-Ebene konnten nur die sPLA.-IB, -V und -X in Zellkulturiberstanden
nachgewiesen werden. Die Expression der sPLA,-IB und sPLA,-X blieb nach Stimulation
mit dem Zytokin-Mix unverandert, wahrend das Protein der sPLA,-V unter entziindlichen
Bedingungen herunterreguliert wurde. Die sPLA-IIE konnte in Zellkulturliberstéanden nicht
nachgewiesen werden. In Zelllysaten konnten die sPLA,-IB, sPLA,-IIE, sPLA,-V und
sPLAx-X weder in der Kontrolle noch nach Stimulation mit dem Zytokin-Mix detektiert
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werden. Die sPLA,-IIl und -XIIA konnten als Proteine nicht untersucht werden, da keine
spezifischen Antikérper zur Verfigung standen.

4.4.2 Untersuchung der sPLA,-Aktivitat in den Zellkulturiiberstanden
von Maus-Mesangiumzellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Maus-Mesangiumzellen die Proteine der sPLA.-
IB, sPLA,-V und sPLA.-X sezernieren, wurde nun die Aktivitdt dieser Enzyme im
Zellkulturiberstand gemessen. Dazu wurden die Zellkulturlberstdande der
Mesangiumzellen nach 24-stiindiger Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen
(TNFa, IL-1B und IFNy) bzw. den entsprechenden Kontrollwerten geerntet und die
enzymatische Aktivitat der sPLA,s mit Hilfe von [1-C'] Olsaure-markierten E.coli-
Membranen als Substrat bestimmt. Die durch die Enzymaktivitat der sPLA, freigewordene
[1-C'*]-Olsaure wurde mit Hilfe eines pB-Fliissigkeitsszintillationszahlers gemessen (vgl.
3.5.5). Eine Unterscheidung zwischen den einzelnen sPLA,-Enzymen ist bei dieser
Messung nicht méglich.

Bei der Messung der eingesetzten 20 ul Zellkulturiberstand von stimulierten und nicht-
stimulierten Mesangiumzellen konnte keine sPLA,-Aktivitdt gemessen werden, obwohl sie
als Protein im Uberstand nachgewiesen worden waren. Ursache hierfiir kann sein, dass
die sezernierten Proteinmengen sehr gering sind, sodass deren Aktivitdt unter der
Nachweisgrenze dieses Tests liegt.

4.4.3 Auswirkungen von sPLA,- und cPLA,-Inhibitoren auf die
Genexpression der Phospholipasen A,

In Kapitel 4.3 ist das Expressionsmuster von PLA,s in Maus-Mesangiumzellen
dokumentiert. Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene Subtypen der sPLA, sowie
die cPLA, und iPLA, unter Kontrollbedingungen konstitutiv von diesen Zellen exprimiert
werden.

Frihere sog.,cross-talk“-Untersuchungen haben gezeigt, dass in Rattenmesangiumzellen,
die mit exogenen sPLA,s behandelt wurden, die cPLA, aktiviert wurde (Huwiler et al.
1997), und umgekehrt, dass in Mausmakrophagen P388D1 die endogene cPLA,-Aktivitat
und die nachgeschaltete Eicosanoid-Biosynthese nétig sind, um die Expression der
SPLA,-V zu induzieren (Shinohara et al., 1999).

Daher war von Interesse, ob in den Maus-Mesangiumzellen eine &hnliche Beeinflussung

der Signaltransduktion durch die Aktivitidten der zellularen oder eventuell sezernierten
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Phospholipasen A, stattfindet. Sowohl fiir die sekretorischen als auch fir die
cytosolischen Phospholipasen standen uns spezifische Inhibitoren zu Verfliigung.

Der spezifische sPLA,-Inhibitor Methyl-Indoxam (Me-IDX) ist ein Indol-Analogon,
welches im katalytischen Zentrum der sPLA; bindet und damit die Enzymaktivitat blockiert
(ICs = 0,01- 0,02 pM). Da dieser Inhibitor aufgrund seiner Struktur nicht die Zellmembran
passieren kann, hemmt er in Zellkultur-Versuchen ausschlieBlich die extrazellular
vorhandenen sekretorischen Phospholipasen A, (Smart et al., 2004).

Zur Hemmung der cytosolischen PLA, stehen verschiedene Inhibitoren zur Verfigung. In
diesem Experiment wurde der cPLAya-Inhibitor Pyrrolidin-1 (PYR-1) aus der Klasse der
Pyrrolidin-haltigen Verbindungen gewahilt. Er ist ein sehr potenter cPLA,-a-Inhibitor (ICso =
0,2- 0,5 uM), hat aber keine inhibitorischen Effekte auf die sPLA,s (Ghomaschi et al.,
2001). PYR-1 ist ladungsneutral und kann somit die Zellmembran passieren und ist daher
flr den Einsatz in Zellkulturexperimenten geeignet.

Im Folgenden wurden Maus-Mesangiumzellen mit Me-IDX in einer Konzentration von 3
UM und PYR-1 ebenfalls in einer Konzentration von 3 uM fur 24h stimuliert. Dies sind
Konzentrationen, die eine maximale Inhibition der Enzymaktivitaten erwarten lassen.
Dieser Versuch wurde unter Kontroll-Bedingungen bzw. unter gleichzeitiger Stimulation
mit dem Zytokin-Mix TNFa (0,5 nM), IL-1B (0,25 nM) und IFNy (5 ng/ml) durchgefiuhrt.
AnschlieBend wurde die mRNA isoliert und mittels Realtime-PCR die Expression der
verschiedenen PLA>-Gene analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.13 (A-H)
dargestellt.

Veranderungen in der Genexpression, die kleiner als das dreifache des Kontrollwertes
sind, wurden als nicht-signifikant angesehen. Die Analysen zeigen, dass bei der
Expression der sPLA,-IB, -lIIE und -V, sowie der iPLA, und cPLA, weder der sPLA,-
Inhibitor Me-IDX noch der cPLA,-a-Inhibitor PYR-1 inhibitorische Effekie auslbten (vgl.
Abb. 4.15 A+ B+ D+ G+ H).

In Bild C ist die einzige deutliche Anderung allein durch die Zytokinstimulation zu sehen,
namlich die Abnahme der sPLA-lll-Expression. Diese Reduktion wurde durch die
gleichzeitige Gabe von PYR-1 partiell aufgehoben, d.h. die Zytokin-induzierte Abnahme
ware cPLA,-vermittelt.

Dagegen wurde die sPLA,-X durch die Kombination von PYR-1 und Zytokinen deutlich
herunterreguliert, wahrend die Zytokine allein kaum einen Effekt hatten (Bild E). Bei der
Expression der sPLA,-XIIA (Bild F) ist zu sehen, dass sich mit sPLA,-Inhibitor Me-IDX die
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Expression verstérkte. Auch die Expression der sPLA,-XIIA wurde durch die Kombination
von Zytokin-Mix und PYR-1 reduziert.

Diese Ergebnisse deuten auf eine komplexe, cPLA.-vermittelte Regulation der
intrazelluldren sPLA,s hin, die in zuklnftigen Untersuchungen im Einzelnen genauer

hinterfragt werden muss.
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Abbildung 4.13 (A-H): Effekte von spezifischen PLA,-Inhibitoren auf die Genexpression
von sPLAs (A-F), iPLA; (G) und cPLA; (H).

Die Zellen wurden 24h mit den Inhibitoren Me-IDX bzw. PYR-1 je in der Konzentration von 3 uM
stimuliert. Die Zellen wurden unter Kontrollbedingungen bzw. entziindlichen Bedingungen
(zusatzliche Gabe des Zytokin-Mixs) inkubiert. Die Analyse der Genexpression erfolgte mittels
Realtime-PCR (vgl. 3.4.8). Die Reaktion wurde in einem GeneAmp 5700 Sequence Detection
System (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte der GeneAmp 5700
SDS Software. Die Werte wurden auf GAPDH normiert. Die Kontrolle wurde gleich 1 gesetzt, die
folgenden Werte in xfache Veranderung darauf bezogen. Werte zwischen 3 und -3 wurden als
nicht signifikante Verédnderungen angesehen. Die Experimente wurden dreimal durchgefiihrt und
vergleichbare Ergebnisse erzielt. Me-IDX = Methyl-Indoxam PYR-1 = Pyrrolidin-2 ZM = Zytokin-
Mix

4.5 Die Regulation von Entziindungsmediatoren in Maus-
Mesangiumzellen unter entziindlichen Bedingungen

Um in spateren Untersuchungen einen ,cross-talk® zwischen sPLA,-Enzymen und
weiteren Entziindungsmediatoren, die potentiell von den Maus-Mesangiumzellen
freigesetzt werden, zu Uberprifen, wurden im Folgenden verschiedene Mediatoren
ausgewahlt und in diesem Zellsystem nach Cytokinstimulation néher charakterisiert.

4.5.1 Die Prostaglandinproduktion in Maus-Mesangiumzellen nach
Stimulation mit entziindlichen Zytokinen

In den Zellkulturlberstdnden von Zytokin-stimulierten Mesangiumzellen und deren
Kontrollen wurden Prostaglandin E, und Prostaglandin |, (Prostacyclin) mittels
Prostaglandin E/A-Kit analysiert (vgl. 3.5.6). Da PGl, nur eine kurze Halbwertzeit von 60
Minuten im Blutplasma bzw. 2-3 Minuten in Puffer hat, ist es eine géngige Methode,
stattdessen das stabile Endprodukt 6-keto-PGF;, zu messen. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4.14 (A+B) dargestellt.

Zunachst konnte festgestellt werden, dass beide Prostaglandine konstitutiv von
Mesangiumzellen produziert und freigesetzt werden. Nach der Inkubation mit den
Zytokinen zeigt die Messung von Prostaglandin E; als auch das Prostaglandin I, nur einen
leichten, nicht signifikanten Anstieg. Auffallig ist auch, dass die Menge an gemessenem 6-
keto-PGF,, (=PGly), und zwar sowohl der Kontrollwert als auch nach Zytokinstimulation,

circa 20mal héher ist als die jeweils gemessene Menge an PGE..
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Abbildung 4.14: Prostaglandinproduktion nach Stimulation mit proinflammatorischen
Zytokinen in Maus-Mesangiumzellen

Die Prostaglandinmessungen wurden mit Hilfe eines PGE, EIA-Kits (A) bzw. eines 6-keto-PGF;,-
EIA-Kits (B) durchgeflihrt. Zur Messung wurden Zellkulturiiberstdnde von nicht-behandelten bzw.
mit  Zytokin-Mix (TNF-a. (0,5 nM), IL-1B (0,25 nM) und IFNy (5 ng/ml)) behandelten
Mesangiumzellen verwendet. Die Experimente wurden dreimal durchgefihrt und vergleichbare
Ergebnisse erzielt. Ktr = Kontrolle ZM = Zytokin-Mix

4.5.2 Die Expression der Cyclooxygenasen nach Stimulation mit
proinflammatorischen Zytokinen in Maus-Mesangiumzellen

Durch immunhistochemische Untersuchungen wurde bereits in Nierenschnitten von
Kontrollméausen die COX-1, nicht aber die COX-2 im Glomerulus nachgewiesen
(Campean et al., 2003). Im Folgenden sollte untersucht werden, welche der beide
Isoformen COX-1 und COX-2 in Mesangiumzellen exprimiert werden und wie sie durch
Zytokin-Stimulation reguliert werden.

Die Ergebnisse der mRNA- und Protein-Analyse sind in Abbildung 4.15 dargestellt. Auf
mRNA-Ebene (Abb. 4.15 (A)) konnten beide Isoformen COX-1 und COX-2 mittels sq-PCR
nachgewiesen werden. Beide Isoformen werden konstitutiv, d.h. bereits unter nicht-
stimulierten Bedingungen exprimiert. Nach 24-stiindiger Behandlung mit den
proinflammatorischen Zytokinen TNFa (0,5 nM), IL-1B (0,25 nM) und IFNy (5 ng/ml)
scheint bei beiden Isoformen ein leichter Anstieg der mMRNA-Expression stattzufinden. Der
Nachweis auf Proteinebene erfolgte mit Hilfe der Western-Blot-Analyse. Auch hier konnte
festgestellt werden, dass sowohl die COX-1 als auch die COX-2 konstitutiv exprimiert
werden (Abb. 4.15 (B)). Im Gegensatz zur mRNA-Expression konnte aber keine weitere
Steigerung der Protein-Expression unter entzlindlichen Bedingungen beobachtet werden.
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Die groBe Menge an konstitutiv produzierten Prostaglandinen, insbesondere PGl, und die
konstante Expression der beiden Cyclooxygenasen lasst darauf schlieBen, dass eine
kontinuierliche  Arachidonsaure-Freisetzung zur  Substratbereitstellung fir die
Cyclooxygenasen erfolgen muss. Véllig unklar ist bisher jedoch gewesen, welche der
Phospholipasen flr diese verantwortlich ist/sind.

(A) semiquantitative PCR (B) Western-Blot
e —— h
B B | < cOX-1 Z5KkDag | < COX-1
Ktr ZM
Ktr ZM

| —— ———— < B'Aktln
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e (- GAPDH tr
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Abbildung 4.15 (A+B): Expression der COX-1 und -2 nach Zytokinstimulation von Maus-
Mesangiumzellen.

(A) Nachweis der mRNA-Expression mittels sg-PCR: je 5 pg RNA wurden in die RT-Reaktion
eingesetzt, wovon anschlieBend 2 pl in die sq-PCR eingesetz wurden. Die Ermittlung erfolgte mit
spezifischen Primern fir die COX-Isoformen; als Abgleich diente GAPDH. (B) Nachweis der
Protein-Expression mittels Western-Blot: je 200 ug Protein aus Zelllysat wurden mitttels eines
SDS-Gels aufgetrennt und auf einer PVDF-Membran immobilisiert und anschlieBend mit Hilfe der
spezifischen Erst-Antikdrpern (COX-1 und COX-2 je in der Konzentration von 1:1000) detektiert.
Der Zweit-Antikérper wurde in einer Konzentration von 1:10.000 eingesetzt. Als Ladungsabgleich
diente B-Aktin. Die Versuche wurden dreimal wiederholt und vergleichbare Ergebnisse erzielt. Ktr =
Kontrolle, ZM = Zytokin-Mix.

94



Ergebnisse

4.5.3 Regulation der Prostaglandin-Biosynthese nach Gabe
spezifischer sPLA,-und cPLA,-Inhibitoren

Sowohl sPLAs als auch die cPLAza vermitteln die Freisetzung von Arachidonsaure und
liefern somit das Substrat fir die Eicosanoid-Biosynthese (Leslie, 1997; Balsinde et al.,
2002). Daher sollte untersucht werden, welche Phospholipasen A, potentiell an der
Prostaglandin-Produktion in Maus-Mesangiumzellen beteiligt sein kénnen. Hierzu wurden
die in Abschnitt 4.4.3 vorgestellten sPLA.- und cPLA.-Inhibitoren eingesetzt.

Die Zellen wurden wie Ublich kultiviert und mit serumfreien Medium auf die Stimulation
vorbereitet. AnschlieBend wurden sie fir 24h mit dem sPLA,-Inhibitor Me-IDX in einer
Konzentration von 3 pM und dem cPLAya-Inhibtor PYR-1, ebenfalls in der Konzentration
von 3 uM, inkubiert. Zusatzlich wurde in diesem Versuch noch ein weiterer sehr potenter
cPLA.-Inhibitor, das Astra zeneca-1 (AZ-1) (Connolly et al., 2002) in einer Konzentration
von 5 UM eingesetzt. Da diese Zellen schon einen relativ hohen Spiegel an konstitutv
exprimierten Prostaglandinen aufweisen und auch keine drastische Veradnderung nach
Stimulation mit proinflammatorischen Zyokinen stattfand (vgl. 4.5.1), wurden diese
Versuche unter Kontrollbedingungen durchgefiihrt. Die Prostaglandine PGE, und PGl,
wurden in den Zellkulturiberstanden mittels EIA detektiert.

In Abbildung 4.16 (A) ist die Produktion von PGE, graphisch dargestellt. Der Kontrollwert
wurde 100% gesetzt, die anderen Werte prozentual darauf bezogen. Bei dem Einsatz des
sPLA.-Inhibitors Me-IDX war keine signifikante Reduktion der PGE,-Produktion zu
erkennen. Dagegen war beim Einsatz der cPLA.a-Inhibtoren bei PYR-1 eine deutliche
Senkung des PGE>-Spiegels festzustellen. Der Wert betragt ca. 60% der Kontrollwertes.
Der Effekt des AZ-1 war schwéacher, doch auch hier konnte der PGE,-Spiegel auf ca. 75%
des Ausgangwertes gesenkt werden.

Bei der Produktion des PGl, (Abb. 4.16 (B)) zeigten die Inhibitoren insgesamt starkere
Effekte. Durch Hemmung der sPLA,-Aktivitdt mit Me-IDX konnte der PGl,-Spiegel um
20% gesenkt werden. Noch starkere Effekte zeigten aber auch hier die cPLA.a-
Inhibitoren PYR-1 und AZ-1, durch welche die PGl,-Spiegel um ca. 70% bzw. 60%
gesenkt wurden.

Die Ergebnisse zeigen, dass zwar vorwiegend, wie zu erwarten, die cPLA;
Arachidonsaure in den Maus- Mesangiumzellen fir die konstitutive Prostaglandin-
Biosynthese bereitstellt. Jedoch zeigten die Effekte des nicht-zellpermeierenden sPLA,-
Inhibitors Me-IDX, dass auch eine extrazellulare sPLA,-Aktivitat daran beteiligt sein muss,
obwohl diese bisher nicht ndher charakterisiert werden konnte.
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Abbildung 4.16 (A+B): Effekte der PLA,-Inhibitoren auf die Prostaglandinbildung in
Maus-Mesangiumzellen.

Die Maus-Mesangiumzellen wurden fir 24h mit den Inhibitoren in den Konzentrationen Me-IDX= 3
uM, PYR-1= 3 pM und AZ-1= 5 pM inkubiert. In den Zellkulturiberstdnden wurden mittels
spezifischer ElAs die Prostaglandine detektiert. Der Kontrollwert wurde 100% gesetzt, die
restlichen Werte zeigen die prozentuale Abweichung im Vergleich zur Kontrolle. *= p < 0,05 **= p<
0,01 ***= p< 0,001 im Vergleich zum Kontrollwert. Die Experimente wurden dreimal durchgefihrt
und vergleichbare Ergebnisse erzielt. Kir = Kontrolle IDX= Methyl-Indoxam PYR-1= Pyrrolidin-2
AZ-1= Astra zeneca-1

Damit stellte sich aber gleichzeitig die Frage, ob prinzipiell extrazellulare sPLA.s die
Prostaglandin-Biosynthese verstarken kénnen und damit auch zellulare Signalkaskaden

aktivieren kénnen, die zu einer verénderten Expression proinflammatorischer Gene fihrt.

4.6 Effekte von exogenen sekretorischen Phospholipasen A,
auf die Entzindungsmediatoren in Maus-Mesangiumzellen

4.6.1 Einfluss von exogenen sPLA,s auf die Genexpression der
zellularen sPLA,

Sekretorische Phosholipasen A, (sPLA.s) miissen nicht von Mesangiumzellen selbst
sezerniert werden, sondern kdénnen bei entziindlichen Erkrankungen in groBen Mengen
von verschiedenen Zelltypen sezerniert werden, um anschlieBend ihre Wirkung autokrin
oder parakrin auszulben. Insbesondere infiltrierende Immunzellen (Makrophagen,
Neutrophile) kénnen nach dem Einwandern in entziindete Gewebe sPLA,s sezernieren,
die den Entziindungsprozess durch ihre Aktivitdt oder durch Bindung an den MTR
verstarken (Balboa et al.,, 1996; Morioka et al., 2000a; Traggiani et al., 2005). Exogene
sPLA.s kdénnen unter Entziindungsbedingungen zudem (iber die Zirkulation in die Niere
gelangen, um dort pathophysiologische Agonisten fir Mesangiumzellen darzustellen.

Daher war von groBem Interesse, ob eine Behandlung der Maus-Mesangiumzellen mit
exogenen sPLA.s Effekte auf die Eicosanoid-generierenden Systeme hat, d.h. auf die
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Expression der endogenen Phospholipasen sowie der Cyclooxygenasen und die
Produktion von Prostaglandinen.

Fir diesen Versuch wurden die rekombinanten Enzyme sPLA,-IB, -lIA, -V und X gewahit.
Wie zuvor festgestellt wurde, werden die sPLA,-IB, -V und -X von Maus-Mesangiumzellen
unter entziindlichen Bedingungen wie auch Kontroll-Bedingungen sezerniert (vgl. 4.4). Die
Expression der sPLA,-1IA ist bei diesen Zellen nicht mdglich, da sie aufgrund ihres
genetischen Hintergrunds (Maus-Stamm C57BL/6) einen natlrlichen Knockout fir diese
sPLA, aufweist (Kennedy et al., 1995). Trotzdem wurde auch dieses Enzym eingesetzt,
da bekannt ist, dass die sPLA,-IIA wahrend einer Entziindung von einwandernden
Immunzellen sezerniert werden kann (Wada et al., 1997) und somit potentiell als Agonist
auf Mesangiumzellen wirken kénnte.

Die Mesangiumzellen wurden fir 24h mit den rekombinanten sPLA,s in einer
Konzentration von 100 nM mit oder ohne den Zytokin-Mix TNFa (0,5 nM), IL-18 (0,25 nM)
und IFNy (5 ng/ml) inkubiert. Zundchst wurde untersucht, ob die exogen gegebenen
sPLA,s einen Effekt auf die mRNA-Expression der zellularen sPLA, ausiben. Hierzu
wurde fur alle sPLA,s eine sq-PCR durchgefiihrt. Es konnten keine Veranderungen im
Expressionsmuster der zellularen sPLA,s durch exogene sPLA,s festgestellt werden
(Ergebnisse nicht gezeigt).

4.6.2 Einfluss von exogenen sPLA.,s auf die Prostaglandin-
Produktion

Nun sollte Uberpriift werden, ob exogene sPLA, einen Einfluss auf die Prostaglandin-
Produktion haben. Die Ergebnisse sind graphisch in der Abbildung 4.17 (A+B) gezeigt.

Zu sehen ist, dass die Behandlung der Mesangiumzellen mit den Enzymen sPLA,-IB und
SPLA,-lIIA keinen Einfluss auf die Produktion von PGE, und PGIl, hatte. Auch die
Kombination dieser beiden Enzyme mit dem Zytokin-Mix brachte keine Verénderung in
den Prostaglandin-Spiegeln im Vergleich zum Kontrollwert.

Im Gegensatz dazu konnte eine Zunahme der Prostaglandin-Produktion nach der
Inkubation mit den Enzymen sPLA,-V und sPLA,-X verzeichnet werden. Abbildung 4.17
(A) zeigt, dass die PGE,-Produktion durch die sPLA,-V um das 3,5fache, und durch die
sPLA,-X sogar um das 8,5fache im Vergleich zum Kontrollwert erhéht war. Bei der
gleichzeitigen Inkubation mit dem Zytokin-Mix war keine weitere Steigerung der
Prostaglandin-Produktion mehr zu verzeichnen. Die alleinige Gabe des Zytokin-Mix zeigte
wie schon zuvor in Abschnitt 4.5.1 gezeigt keinen Effekt im Vergleich zum Kontrollwert.
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Auch bei der Messung der PGl,-Produktion konnte gezeigt werden, dass die sPLA,-X den
stéarksten Effekt hatte. Die sPLA,-V zeigte nur einen schwachen Effekt, die sPLA,-IB und
-1I1A keinen Effekt auf die PGl>-Ausschittung. Auch hier brachte die zusatzliche Inkubation
mit dem Zytokin-Mix keine Veranderungen. Wieder sehr deutlich zu erkennbar ist, dass
der konstitutive PGl,-Spiegel etwa 20fach héher lag als der des PGE..
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Abbildung 4.17 (A+B): Effekte exogener sPLA,s auf die Prostaglandin-Produktion in
Maus-Mesangiumzellen.

Die Zellen wurden fiir 24h mit rekombinanten sPLA,-IB, -lIA, -V und -X in einer Konzentration von
100 nM stimuliert. Dies wurde unter Kontrollbedingungen oder unter zusatzlicher Gabe von einem
Zytokin-Mix durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Zellkulturiiberstdnde gesammelt und die PGE,-
Produktion (A) (vgl. 3.5.6.1) bzw. die PGl,-Produktion (B) (vgl. 3.5.6.2) mittels PG-EIA-Kits
gemessen. ### = p< 0,001 im Vergleich zum Kontrollwert *** = p< 0,001 im Vergleich zu Zytokin-
stimulierten Zellen. Die Experimente wurden dreimal durchgeflhrt und vergleichbare Ergebnisse
erzielt. Ktr = Kontrolle, IB = sPLA,-IB, [IA = sPLAx-IIA, V = sPLA-V, X = sPLAx-X, ZM =
Zytokin-Mix.

Da im vergangenen Versuch gezeigt werden konnte, dass die effektivste Induktion der
Prostaglandin-Produktion durch Stimulation mit der sPLA,-X ohne zusatzliche
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Zytokingabe erreicht wurde, sollte dieser Effekt nun genauer untersucht werden. Hierzu
wurden Dosis-Wirkungskurven und Zeitkinetiken durchgefthrt.

Die Mesangiumzellen wurden zun&chst flir 24h mit ansteigenden Konzentrationen dieses
Enzyms inkubiert. Die gewahlten Konzentrationen betrugen 3 nM, 10 nM, 30 nM und
100 nM. Schon mit der niedrigsten Konzentration (3 nM) des rekombinanten Enzyms
konnte eine starke Steigerung der PGE,-Expression (5facher Anstieg im Vergleich zur
konstitutiven Expression bzw. 3,5facher Anstieg der PGl,-Produktion im Vergleich zur
konstitutiven Expression) verzeichnet werden (Abb. 4.18 (A+B)). Dieser Anstieg konnte
mit héheren Konzentrationen der sPLA,-X noch auf ein 7faches (PGE,) bzw. 5,5faches
(PGl,) gesteigert werden. Da aber bereits mit einer Konzentration von 10 nM fast
maximale Prostaglandin-Spiegel erreicht werden konnte, wurde diese Konzentration flr
die folgenden Stimulationen mit der sPLA,-X verwendet.

(A) Prostaglandin E,
1600 4
1400 4 *k%k ool
1200 Kk

1000 -

PGE, (pg/ml)

Ktr 3nM 10nM 30nM 100nM sPLA,-X

(B) Prostaglandin I,

25000 q
20000 -
15000 -

10000 -

PGl, (pg/ml)
*
*
*

5000 -

Ktr 3nM 10nM 30nM 100nM sPLA,-X

Abbildung 4.18 (A+B): Dosis-Wirkungs-Kurve der sPLA.,-X auf die Prostaglandin-
Produktion in Maus-Mesangiumzellen.

Die Zellen wurden fir 24h serumfrei gesetzt und anschlieBend mit dem rekombinanten Enzym
sPLA,-X in den Konzentrationen 3 nM, 10 nM, 30nM und 100 nM fir weitere 24h inkubiert. Die
Zellkulturiiberstande wurden gesammelt und die PGE,- und die PGl,-Produktion mittels PG-EIA-
Kits (vgl. 3.5.6.1 bzw. vgl. 3.5.6.2) gemessen. Die Experimente wurden dreimal durchgefihrt und
vergleichbare Ergebnisse erzielt. *** = p< 0,001 im Vergleich zur Kontrolle Ktr = Kontrolle
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Um Zeitverlauf der Prostaglandin-Freisetzung aus Mesangiumzellen durch die sPLA,-X zu
untersuchen, wurden die Zellen mit 10 nM des rekombinanten Protein fir 0,5h, 1h, 2h,
4h, 8h und 24h inkubiert. Die Ergebnisse aus diesem Versuch sind in Abbildung 4.19
dargestellt und zeigen, dass schon nach 30 min. ein signifikanter Anstieg der PGE,-
Produktion mit der sPLA,-X stattfand und da bereits etwa die Halfte des Maximalwertes
erreicht wurde (4.19 (A)). Auf diesem Spiegel halt sich der Wert bis zu 8h, dann erfolgt
wiederum ein Anstieg bis nach 24h der Maximalwert erreicht ist. Im Gegensatz dazu ist
bei PGl, erst nach 8h das erste Mal ein signifikanter Anstieg zu erkennen. Danach stieg
der PGl>-Spiegel nochmals deutlich an und erreichte bei 24h sein Maximum. Spatere
Zeitpunkte wurden nicht gemessen, da eine Langzeit-Inkubation mit der exogenen sPLA,-

X fir die Zellen toxisch war.

Die COX-1 bzw. -2-Expression war unter diesen Bedingungen nicht verandert, was mit
Real-Time PCR nachgewiesen wurde (Daten nicht gezeigt). Sie stellte also keinen
limitierenden Faktor fir die verzdgerte PGly-Biosynthese dar. Daher muss davon
ausgegangen werden, dass weitere Enzyme wie z.B. die Prostaglandin E,-Synthasen und
Prostacyclin-Synthase durch die Behandlung mit der sPLA,-X auf mRNA-, Protein- oder
Aktivitatsebene reguliert werden. Dies wird in zukinftigen Untersuchungen zu Uberprifen

sein.
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Abbildung 4.19 (A+B): Zeitverlauf der Prostaglandin-Produktion nach Inkubation von
Maus-Mesangiumzellen mit exogener sPLA,-X.

Die Zellen wurden mit dem rekombinanten Enzym sPLA,-X (10 nM) fur 0,5h, 1h, 2h, 4h, 8h bzw.
24h inkubiert. Die Zellkulturiberstdnde wurden gesammelt und die PGE,- und die PGl,-Produktion
mittels PG-EIA-Kits gemessen (vgl. 3.5.6.1 bzw. vgl. 3.5.6.2) gemessen. Die Experimente wurden
dreimal durchgefiihrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt. * = p< 0,05 ** = p<0,01 *** = p< 0,001
im Vergleich zur Kontrolle. Ktr = Kontrolle

4.6.3 Die Effekte von Cyclooxygenase- (COX)-Inhibitoren auf die
Prostaglandinbildung in Maus-Mesangiumzellen

Wie in Kapitel 4.5.2 gezeigt werden konnte, werden sowohl die Cyclooxygenase-1 (COX-
1) als auch die Cyclooxygense-2 (COX-2) konstitutiv auf mRNA- und Protein-Ebene in
Maus-Mesangiumzellen exprimiert. Im Hinblick auf eine gezielte Pharmakotherapie von
entziindlichen Nierenerkrankungen war es von Interesse herauszufinden, Gber welche der
beiden COX-Isoformen zum Einen die konstitutive, und zum Anderen die sSPLA,-X-
induzierte Prostaglandinbildung in den Mesangiumzellen vermittelt wird. Um dies zu
untersuchen wurden unstimulierte und sPLA,-X-behandelte Mesangiumzellen mit den
COX-Inhibitoren Indomethacin und Rofecoxib behandelt und anschlieBend die
Prostaglandin-Produktion in den Uberstinden gemessen. Indomethacin ([1-(p-

Chlorbenzoyl)-5methoxy-2-methylindol-3-yl]-essigsadure) gehoért zu den ,NSAIDs" (,non-
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steroidal anti-inflamatory drugs®) und wirkt vorwiegend tber die Hemmung der COX-1,
weniger der COX-2 (COX-1:I1Cs= 9 nM; COX-2: IC5= 310 nM) (Hart und Boardman,
1963; Kato ef al, 2001). Rofecoxib ((4-[4-(Methylsulfonyl)phenyl]-3-phenylfuran-2(5h)-
on)) gehoért ebenfalls zu der Gruppe der ,NSAIDs", ist aber ein spezifischer COX-2-
Inhibitor (COX-1:1Cs= >50 uM; COX-2:1Cs0= 26 nM (Chan et al., 1999). Die Inhibitoren
wurden in drei verschiedenen Konzentrationen (10 nM, 30 nM und 100 nM) fir 24h
gegeben. In den gesammelten Zellkulturiberstdnden wurde die Freisetzung von PGE;
und PGl, gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.20 (A+B) dargestellt.

COX-1-Inhibitor Indomethacin:

Sowohl bei PGE, als auch PGI, war ein ca. 3facher Anstieg der Prostaglandin-
Ausschittung durch Stimulation mit der exogenen sPLA,-X zu verzeichnen. Durch die
Behandlung mit dem COX-1-Inhibtor Indomethacin konnte die Prostaglandinfreisetzung
deutlich gehemmt werden. Durch den Einsatz von 10 nM Inhibitor ging der Wert von PGE;
auf ca. 40% des induzierten Wertes zurlck, bei héheren Konzentrationen (30 nM bzw.
100 nM) sogar auf Kontrollniveau zuriick. Bei der Prostaglandin I,-Ausschiittung zeigte
sich ein ahnliches Bild (B), wobei hier schon mit der niedrigsten Konzentration von
Indomethacin (10 nM) die PGl,-Ausschiittung auf das Kontrollniveau reduziert werden
konnte. Mit der héchsten Konzentration von 100 nM konnte die Freisetzung sogar unter
den Kontrollwert gesenkt werden, was zeigt, dass hier auch partiell die konstitutive

Expression gehemmt wurde.
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Abbildung 4.20 (A+B): Effekte des COX-1-Inhibitors Indomethacin auf die

Prostaglandinbildung.

Die Maus-Mesangiumzellen wurden fir 24h mit der exogenen sPLA,-X (10 nM) und dem COX-1-
Inhibitor Indomethacin in den Konzentrationen 10 nM, 30 nM und 100 nM inkubiert. In den
gesammelten Uberstanden wurde die Prostaglandin-Produktion gemessen. Der hdchste Wert
(Induktion mit sPLA,-X) wurde 100% gesetzt, die restlichen Werte zeigen die relative prozentuale
Abweichung. ***= p< 0,001 im Vergleich zu 100% Die Experimente wurden dreimal durchgefihrt
und vergleichbare Ergebnisse erzielt. Kir = Kontrolle Indo= Indomethacin

COX-2-Inhibitor Rofecoxib:

In Abbildung 4.21 (A+B) ist die Prostaglandin-Freisetzung nach Behandlung der Zellen mit
Rofecoxib (10, 30 und 100 nM) dargestellt. Im deutlichen Unterschied zu Indomethacin
(vgl. Abb. 4.20) zeigte der COX-2-Inhibitor Rofecoxib keinen Effekt auf die Prostaglandin-
Synthese. Bei einer ca. 3fachen Induktion der Prostaglandin-Synthese durch die exogene
sPLA,-X konnte durch die Behandlung mit Rofecoxib kein Rickgang der PGE,- bzw.
PGl,-Auschittung verzeichnet werden. Erst bei einer sehr hohe Konzentration des
Inhibitors von 20 uM konnte die PG-Synthese um ca. 20% gehemmt werden (Ergebnis
nicht gezeigt). Da Rofecoxib aber einen ICsy von >50 uM firr die COX-1 aufweist, ist auch
bei einer Konzentration von 20 pM noch eine spezifische Hemmung der COX-2

weitestgehend gewébhrleistet.
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Damit scheint eindeutig zu sein, dass die COX-1 das primare Enzym ist, welches fir die

sPLA,-X-vermittelte Prostaglandin-Produktion verantwortlich ist.
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Abbildung 4.21 (A+B): Effekte des COX-2-Inhibitors Rofecoxib auf die
Prostaglandinbildung.

Die Maus-Mesangiumzellen wurden fir 24h mit der exogenen sPLA,-X (10 nM) und dem COX-2-
Inhibtor Rofecoxib in den Konzentrationen 10 nM, 30 nM und 100 nM inkubiert. In den
gesammelten Uberstanden wurden die Prostaglandine gemessen. Der héchste Wert (Induktion mit
sPLA,-X) wurde 100% gesetzt, die restlichen Werte zeigen die prozentuale Abweichung im
Vergleich dazu. Die Experimente wurden dreimal durchgefliihrt und vergleichbare Ergebnisse
erzielt. Kir = Kontrolle, Rofe= Rofecoxib.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass exogene sPLA,s, und hier insbesondere die
sPLA,-X einen deutlichen Einfluss auf die Prostaglandin-Produktion von Maus-
Mesangiumzellen auslben kdnnen, war von Interesse, ob auch andere wichtige
Entziindungsmediatoren in diesen Zellen durch die exogene sPLA,-X reguliert werden.
Ausgewahlt wurden die iNOS-induzierte NO-Produktion sowie das Chemokin MIP-2, da
diese wesentlich zur Entstehung und Progression von entziindlichen Erkrankungen der

Niere beitragen (Cattell, 2002; Feng et al., 1995).
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Dazu musste zunachst Uberprift werden, unter welchen Bedingungen die aus den Nieren
der C57BL/6-Mause isolierten Mesangiumzellen in der Lage sind, diese Mediatoren zu

produzieren.

4.6.4 Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) und Bildung
von  Stickstoffmonoxid  (NO) nach  Stimulation  mit
proinflammatorischen Zytokinen in Maus-Mesangiumzellen

In Ratten-Mesangiumzellen konnte bereits nachgewiesen werden, dass diese nach
Stimulation mit entziindungsférdernden Zytokinen wie z.B. IL-13 groBe Mengen an NO
freisetzen, welches von der iINOS produziert wird (Pfeilschifter, 2000). Des Weiteren kann
Stickstoffmonoxid selbst die Expression von weiteren inflammatorischen Mediatoren wie
das CXC Chemokin MIP-2 (Walpen et al., 2001), IL-8, MIP-1a, MCP-1 (Pfeilschifter et al.,
2001) oder die sPLA,-1IA (Rupprecht et al., 1999) induzieren und stellt sich somit als ein
zentraler Mediator der Entstehung und Progression von Entziindungsprozessen dar.

Zunachst wurden die Zellen mit verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen fur 24
Stunden mit IL-1B (1 nM), TNFa (2nM) und IFN vy (10 ng/ml) stimuliert. Mittels Western-
Blot Analyse wurde das iINOS-Protein detektiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.22
dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass die Zytokine IL-1B und TNFa alleine nicht die
iINOS induzieren konnten. Die Kombination der beiden Zytokine erreichte nur eine
schwache Expression dieses Proteins. Erst wenn man die Zellen mit einem Mix aus allen
3 genannten Zytokinen (ZM) inkubierte, erfolgte eine sehr starke Induktion der iNOS. In

unstimulierten Zellen (Ktr) konnte ebenfalls keine Expression nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.22: Expression des iNOS-Proteins nach Stimulation mit verschiedenen
Zytokinen in Maus-Mesangiumzellen.

Die Zellen wurden flr 24h mit den Zytokinen IL-1 (1 nM), TNFa (2 nM) oder im Mix zusammen mit
IFNy (10 ng/ml) stimuliert. Der Western-Blot mit je 40 ug Zelllysat/ Probe wurde wie unter 3.5.8
beschrieben durchgefihrt. Der Erst-Antikérper gegen die iNOS wurde in einer Konzentration von
1:2000 eingesetzt, der Zweit-Antikdper in einer Konzentration von 1:1.000. Als Ladungs- und
Transferkontrolle wurde B-Aktin verwendet. Die Experimente wurden dreimal durchgefiihrt und
vergleichbare Ergebnisse erzielt. Kir = Kontrolle, ZM = Zytokin-Mix.
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Da somit festgestellt wurde, dass die iINOS nur mit dem Mix aus den drei Zytokinen
induziert werden kann, sollte nun Uberprift werden, welche Konzentrationen daflr
notwendig sind. In Abbildung 4.23 zeigt ein iINOS-Western-Blot die Expression dieses
Proteins nach Behandlung der Zellen fiir 24 Stunden mit dem Mix aus den Zytokinen IL-
18, TNFo und IFNy, wobei die Zytokin-Konzentrationen im Vergleich zum vorherigen
Versuch reduziert wurden. Fir Zytokin-Mix 1 (ZM 1) wurden die Konzentrationen IL-1B —
0,25 nM, TNFa— 0,5 nM und IFNy— 5 ng/ml, fir Zytokin-Mix 2 (ZM 2) wurden die
Konzentrationen IL-1 —0,5 nM, TNFo.— 1 nM und IFNy— 10 ng/ml, verwendet. Zu sehen
ist, dass selbst bei den niedrigsten Konzentrationen noch eine sehr starke Induktion der
Protein-Expression stattfand. Somit wurde in den folgenden Experimenten die
Konzentrationen des Zytokin-Mix 1 verwendet.
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Abbildung 4.23: Expression des iNOS-Proteins nach Stimulation mit verschiedenen
Konzentrationen des Zytokin-Mix in Maus-Mesangiumzellen.

Die Zellen wurden fir 24h mit dem Zytokin-Mix bestehend aus IL-1, TNFa und IFNy stimuliert.
Zytokin-Mix 1 (ZM 1) = IL-18 0,25 nM, TNFo 0,5 nM und IFNy 5 ng/ml; Zytokin-Mix 2 (ZM 2) = IL-
1B 0,5 nM, TNFa 1 nM und IFNy 10 ng/ml. Der Western-Blot mit je 40 ug Zelllysat/Probe wurde wie
unter 3.5.8 beschrieben durchgefihrt. Der Erst-Antikérper gegen die iNOS wurde in einer
Konzentration von 1:2000 eingesetzt, der Zweit-Antikdrper in einer Konzentration von 1:10.000. Als
Ladungs- und Transferkontrolle wurde pB-Aktin verwendet. Die Experimente wurden dreimal
durchgeflihrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt. Ktr = Kontrolle, ZM = Zytokin-Mix.

Auch die Bildung von NO wurde nach Stimulation mit verschiedenen Zytokinen
gemessen. Von Ratten-Mesangiumzellen ist bekannt, dass sie nach Stimulation mit dem
proinflammatorischen Zytokin 1I-1 groBe Mengen an NO produzieren (Pfeilschifter,
2000).

Nun sollte untersucht werden, ob IL-1f allein auch die NO-Bildung in Maus-
Mesangiumzellen induzieren kann. Dazu wurden die Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen an IL-1B stimuliert und die NO-Bildung als Nitrit-Produktion mit Hilfe der

Griess-Reaktion in den Zellkulturiiberstdnden gemessen. Zusatzlich wurden die Zellen mit
einem Mix aus Zytokinen, ebenfalls in verschiedenen Konzentrationen, behandelt. Der
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Zytokin-Mix war wie folgt zusammengesetzt: Zytokin-Mix 2 (ZM '2) TNFa 0,25 nM, IL-1B
0,125 nM und IFN y 2,5 ng/ml; Zytokin-Mix 1 (ZM1) TNFa 0,5 nM, IL-18 0,25 nM und IFN y
5 ng/ml; Zytokin-Mix 2 (ZM2) TNFoa. 1 nM, IL-18 2 nM und IFN v 10 ng/ml.

Das Ergebnis in Abbildung 4.24 zeigt, dass allein mit IL-1B, auch in hohen
Konzentrationen von 2 nM, in Maus-Mesangiumzellen keine NO-Bildung induziert werden
konnte. Da mit IL-1B in den Maus-Mesangiumzellen kein iNOS-Protein zu detektieren war
(Abb. 4.22), war nicht zu erwarten, dass unter diesen Bedingungen NO gebildet wird,
denn andere NO-Synthasen (neuronale NOS oder endotheliale NOS) werden von
Mesangiumzellen nicht exprimiert.

Im Gegensatz dazu konnten aber die Zytokine als Kombination bereits in sehr niedrigen
Konzentrationen (TNFa 0,25 nM, IL-18 0,125 nM und IFNy 2,5 ng/ml) eine signifikante
NO-Bildung induzieren. Verdoppelte man die Konzentrationen der Zytokine (TNFo 0,5
nM, IL-1B 0,25 nM und IFNy 5 ng/ml), fand eine weitere Steigerung der Induktion statt,
jedoch weniger als um den Faktor 2. Wurden die Konzentrationen nochmals verdoppelt
(TNFo 1 nM, IL-1B 2 nM und IFNy 10 ng/ml), fand keine signifikante Steigerung mehr
statt. Damit konnte gezeigt werden, dass mit den Konzentrationen der Zytokine im ZM1
die maximale NO-Produktion erzielt wird.

Griess-Reaktion
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1= Kontrolle 6= ZM1/2 (TNFa 0.25nM, IL-1B 0.125nM, IFNy 2.5ng/ml)
2= IL-1B 0.25nM 7=2ZM 1 (TNFa 0.5nM, IL-1B 0.25nM, IFNy 5ng/ml)

3= IL-1B 0.5nM 8=ZM 2 (TNFa 1nM, IL-1B 0.5nM, IFN y 10ng/ml)
4=IL-1B 1nM

5=IL-1f 2nM

Abbildung 4.24: Messung der Nitrit-Konzentration in Zellkulturiberstanden von Zytokin-
behandelten Maus-Mesangiumzellen.

Die Zellen wurden wie oben angegeben mit verschiedenen Konzentrationen an IL-1f bzw. 3
verschiedene Konzentrationen des Zytokin-Mix wie angegeben fiir 24h behandelt. Je 200 pl
Zellkulturiiberstand wurden in die Griess-Reaktion (vgl. 3.5.7) eingesetzt. Die Messung erfolgte bei
540 nm an einem Mikrotiter-Lesegerat. Fur die Quantifizierung der Nitrit-Konzentration wurde ein
NaNO,-Standard von 1 uM-100 pM verwendet. Die Experimente wurden dreimal durchgefihrt und
vergleichbare Ergebnisse erzielt. *** p< 0,001 im Vergleich zur Kontrolle, ### <p 0,001 n.s.= nicht
signifikant.
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Um die Regulation der iNOS auf RNA-Ebene zu untersuchen, wurden eine Northern-Blot-
Analyse sowie eine sg-PCR durchgefiihrt. Die Maus-Mesangiumzellen wurden 24
Stunden mit dem ZM1 inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA isoliert und der Northern-
Blot und die sg-PCR wie unter 3.4.12 und 3.4.7 beschrieben durchgefiihrt. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4.25 (A-D) dargestellt. Auch auf mRNA-Ebene war eine deutliche
Induktion der iNOS nach Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen festzustellen.

(A) Northern Blot (B) Northern Blot-
Graphische Darstellung
“ <iNOS T\
g 20
Ktr ZM1 E 0
X s A
Ktr ZM1
(C) sq-PCR (D) Western Blot
160 kDa Y
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105 kDa @ (< iNOS
< GAPDH — ——
Kir ZM1 Ktr ZM1

Abbildung 4.25 (A-D): mRNA- und Protein-Expression der iNOS in Maus-
Mesangiumzellen unter entzindlichen Bedingungen.

Die Zellen wurden fir 24h mit einen Mix aus den Zytokinen IL-1$ 0,25 nM, TNFa 0,5 nM und IFNy
5 ng/ml (= ZM1) inkubiert, anschlieBend wurde RNA bzw. Protein isoliert. (A): Der Northern-Blot
wurde wie unter 3.4.12 beschrieben durchgefiihrt. Eingesetzt wurden je 10 ug Gesamt-RNA. Die
Signale, die auf der Northern Blot-Membran mittels eines Phosphoimagers detektiert wurden,
wurden im Verhaltnis zur Intensitat des Signals der 18S korrigiert. (B): Graphische Darstellung:
Der Kontrollwert wurde gleich 1 gesetzt, der stimulierte Wert zeigt den xfachen Anstieg im
Vergleich zur Kontrolle. (C): Die sq-PCR wurde wie unter 3.4.7 beschrieben durchgefiihrt. Flr die
sq-PCR wurden je 5 ug in die RT reaktion eingesetzt, wovon anschlieBend 2 pl fir die sg-PCR
verwendet wurden. Als Ladungskontrolle wurde die Expression der GAPDH detektiert (D) Western-
Blot-Analyse: Je 40 ug Zelllysat/ Probe wurden wie unter 3.5.8 beschrieben analysiert. Der Erst-
Antikérper wurde in einer Konzentration von 1:2000 eingesetzt, der Zweit-Antikdrper in einer
Konzentration von 1:10.000. Als Ladungs- und Transferkontrolle wurde B-Aktin verwendet. Die
Experimente wurden dreimal durchgefuhrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt. Ktr = Kontrolle,
ZM1 = Zytokin-Mix1.
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4.6.5 Die Expression des Chemokins MIP-2 in Maus-
Mesangiumzellen unter entziindlichen Bedingungen

Als CXC-Chemokin besitzt das ,Macrophage Inflammatory Protein-2* (MIP-2)
chemotaktische Aktivitat fiir Neutrophile (Tessier ef al. 1997, 1998; Ohtsuka et al., 2001),
welche bei massiver Einwanderung zur Aufrechterhaltung einer Entzindung und weiter
zur Schéadigung von Gewebe fiihren kénnen (Matzer et al., 2004). Die Produktion von
MIP-2 konnte in entzlindlichen Krankheiten der Glomerulonephritis beobachtet werden
(Feng et al., 1995), sodass es von groBBem Interesse war, die Expression des MIP-2 unter
entziindlichen Bedingungen in Maus-Mesangiumzellen zu untersuchen.

Es wurde sowohl die Expression auf mRNA Ebene, sowie auch die Freisetzung des
Proteins in den Zellkulturiberstanden gemessen. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen
4.26- 4.28 dargestellt.

Da Chemokine frihe Mediatoren der Entziindungsreaktion sind, wurde als erstes eine
Zeitkinetik der mRNA-Expression durchgefihrt. Abbildung 4.26 (A) zeigt einen Northern-
Blot, bei welchem die Zellen jeweils fur den angegebenen Zeitraum (2h, 4h bzw. 24h) mit
dem Zytokin-Mix ZM1 stimuliert wurden. In Abbildung 4.26 (B) ist das Ergebnis graphisch
ausgewertet. In den unstimulierten Zellen konnte eine sehr schwache MIP-2-Expression
detektiert werden, die Uber 24 h unveréandert blieb. Nach zwei Stunden Inkubation mit
ZM1 stieg die Expression der MIP-2 mRNA auf das ca. 5fache des Kontrollwertes an.
Nach weiteren zwei Stunden war die Expression schon wieder auf etwa die Halfte des
Maximalwertes reduziert, und dieser Spiegel wurde bis zu 24 Stunden nach Zytokingabe
gehalten. Da aus diesem Experiment deutlich sichtbar wurde, dass das
Expressionsmaximum der MIP-2 mRNA bei 2h nach Zytokinbehandlung liegt, wurde die
mRNA fir folgende Untersuchungen der MIP-2-Expression jeweils zu diesem Zeitpunkt
isoliert. Die deutliche Induktion der MIP-2 mRNA-Expression durch den Zytokin-Mix
wurden durch die Methoden der sg-PCR und der Realtime-PCR bestatigt (vgl. Abb. 4.26
(C) und (D)).

Die Freisetzung des MIP-2-Proteins von Mesangiumzellen wurde mit Hilfe eines
spezifischen Zytokin-ELISAs gemessen. Auch hier wurde zuerst eine Zeitkinetik
durchgefiihrt, bei der die Zellkulturiiberstande nach 2h-, 4h-, 8h- bzw. 24h-Inkubation mit
dem Zytokin-Mix verwendet wurden. Schon nach 2stiindiger Inkubation war eine deutliche
MIP-2-Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle zu detektieren (Abb. 4.27 (A)). Nach
24stindiger Behandlung mit Zytokinen konnte der héchste Wert an MIP-2-Protein im
Uberstand gemessen werden, sodass in folgenden Experimenten fiir diese Messung die
Zellkulturiberstande nach 24 h geerntet wurden. Abbildung 4.27 (B) zeigt die signifikante
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erhdhte Freisetzung von MIP-2-Protein nach 24 Stunden unter stimulierten Bedingungen

im Vergleich zu nicht-behandelten Zellen.
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Abbildung 4.26 (A-D): mRNA-Expression von MIP-2 in Maus-Mesangiumzellen unter
entziindlichen Bedingungen.

(A): Der Northern-Blot wurde wie unter 3.4.12 beschrieben durchgefihrt. Eingesetzt wurden je 20
ng Gesamt-RNA. Signale, die auf der Northern-Blot-Membran mittels eines Phosphoimagers
detektiert wurden, wurden im Verhaltnis zur Intensitdt des Signals der 18S korrigiert. (B):
Graphische Darstellung: Der héchste Wert wurde 100% gesetzt, die Ubrigen Werte hierzu ins
Verhaltnis gesetzt. (C): Die sq-PCR wurde wie unter 3.4.7 beschrieben durchgefiihrt. Fur die sg-
PCR wurden je 5 ug in die RT reaktion eingesetzt, wovon anschlieBend 2 pl fir die sg-PCR
verwendet wurden. Die Ermittlung erfolgte Uber spezifische Primer, der Abgleich durch GAPDH.
(D): Realtime-PCR: Die Methode wurde wie unter 3.4.8 beschrieben durchgefiihrt. Die Ermittlung
erfolgte Uber spezifische Primer. Die Reaktion wurde in einem GeneAmp 5700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte der
GeneAmp 5700 SDS-Software. Die Werte sind auf die Werte der gemessenen GAPDH normiert.

110



Ergebnisse

(A) Zeitkinetik

500 4

*kk

s

S

s
L

oh 2h 4h gh 24h (B) 24h-Wert

*kk

MIP-2 (pg/mi)

Ktr M

Abbildung 4.27 (A+B): Freisetzung von MIP-2-Protein aus Maus-Mesangiumzellen unter
entziindlichen Bedingungen.

Die Messung des MIP-2 Proteins erfolgte mit Hilfe eines MIP-2 Immunassays und wurde wie in
3.5.6.3 beschrieben durchgefuhrt. (A): Zeitkinetik. Die Proben der Zellkulturiberstdnde wurden
nach 2h, 4h, 8h bzw. 24h Inkubation geerntet und MIP-2 mittels eines MIP-2-ELISAs gemessen.
(B): Dieser Graph zeigt den gemessenen Wert nach 24-stiindiger Inkubation mit Zytokin-Mix (ZM)
im Vergleich zur Kontrolle. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Students t-test: * p<
0,05; ***p< 0,001 Die Experimente wurden dreimal durchgeflihrt und vergleichbare Ergebnisse
erzielt.

Es ist bekannt, dass die Expression von MIP-2 in Ratten-Mesangiumzellen allein durch
das proinflammatorische Zytokin IL-1p induziert wird (Walpen et al., 2001).

Nun sollte untersucht werden, ob IL-1p allein auch die MIP-2-Bildung in Maus-
Mesangiumzellen induzieren kann. Dazu wurden die Zellen mit verschiedenen
Konzentrationen an IL-1B (0,25 nM -2 nM) stimuliert und die MIP-2 mit Hilfe eines ELISAs
in den Zellkulturiiberstdnden gemessen. Zum Vergleich wurden die Zellen wie in den
vorangegangenen Versuchen mit dem Zytokin-Mix, ebenfalls in verschiedenen
Konzentrationen, behandelt. Das Ergebnis in Abbildung 4.28 zeigt, dass in niedrigen
Konzentrationen (0,25 nM bzw. 0,5 nM) IL-1B keine MIP-2-Expression in Maus-
Mesangiumzellen induzierte. Erhéhte man die Konzentration von IL-1B auf 1 nM bzw.
2 nM, konnte MIP-2, wenn auch nur in sehr geringen Mengen nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu konnte eine Kombination verschiedener Zytokine, wie sie im Zytokin-Mix
vorkommt, bereits in sehr niedrigen Konzentrationen (ZM1/2) eine signifikante MIP-2-
Bildung induzieren. Verdoppelt bzw. vervierfachte man die Konzentrationen der Zytokine,
fanden jeweils weitere deutliche Steigerungen der Induktion statt.
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MIP-2 ELISA
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1= Kontrolle 6= ZM1/2 (TNFo. 0.25nM, IL-1B 0.125nM, IFNy 2.5ng/ml)
2= IL-1B 0.25nM 7=2ZM 1 (TNFa 0.5nM, IL-1p 0.25nM, IFNy 5ng/ml)

3= IL-1B 0.5nM 8=27ZM 2 (TNFa 1nM, IL-1B 0.5nM, IFN y 10ng/ml)
4=IL-1B 1nM

5= IL-1B 2nM

Abbildung 4.28: Freisetzung von MIP-2-Protein aus Maus-Mesangiumzellen nach
stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen.

Die Messung des MIP-2 Proteins erfolgte mit Hilfe eines MIP-2 Immunassays und wurde wie in
3.5.6.3 beschrieben durchgefuhrt. Die Zellen wurden wie oben angegeben mit verschiedenen
Konzentrationen an IL-1f bzw. dem Zytokin-Mix bestehend aus TNFa, IL-1B und IFNy fir 24h
behandelt. Die Experimente wurden dreimal durchgeflihrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt.

4.6.6 Effekte exogener sPLA,s auf die NO- und MIP-2-Ausschittung

Es wurde bereits in friilheren Studien beobachtet, dass exogene sPLA,s
proinflammatorische Gene von Entziindungsmediatoren induzieren (Triggiani et al., 2000;
Park et al., 2003; Jo et al., 2004; Beck et al., 2003a). Zudem wurde gezeigt, dass in 3Y1
Ratten-Fibroblasten die Zytokin-induzierte sPLA.-IIA  Expression, welche zur
Eicosanoidbiosynthese fiihrt, durch MIP-2 reguliert wird (Kuwata et al., 1998; Kuwata et
al., 2005).

Daher war von Interesse, ob sPLAss die Expression der Entziindungsmediatoren NO und
MIP-2 veréndert. Maus-Mesangiumzellen wurden mit verschiedenen rekombinanten
sPLA,-Enzymen behandelt und die NO- und MIP-2-Produktion in den
Zellkulturiberstanden gemessen. Abbildung 4.29 zeigt, dass die Enzyme sPLA,-IB, -lIA,
-V und -X keinerlei Einfluss auf die NO-Produktion hatten, ebenso wenig wie auf die MIP-
2-Ausschittung. Wie schon zuvor gezeigt, wurden beide Mediatoren unter nicht-

stimulierten Kontrollbedingungen nur sehr schwach bzw. gar nicht exprimiert. Ein
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deutlicher Anstieg zeigte sich unter entziindlichen Bedingungen nach Gabe von
proinflammatorischen Zytokinen. Ein potenzierender Effekt durch Koinkubation mit den

exogenen sPLA.s konnte nicht festgestellt werden.
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Abbildung 4.29 (A+B): Effekte exogener sPLA,s auf die NO- und MIP-2-Ausschittung.
Die Zellen wurden fir 24h mit rekombinanten sPLA,-IB, -llA, -V und -X in einer Konzentration von
je 100 nM stimuliert. Dies wurde unter Kontrollbedingungen oder unter zuséatzlicher Gabe des
Zytokin-Mix durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die Zellkulturiberstdnde gesammelt und die NO-
Produktion (A) mittels der Griess-Reaktion (vgl. 3.5.7) bzw. die MIP-2-Ausschittung (B) mittels
eines MIP-2 Immunassays (vgl. 3.5.6.3) gemessen. Die Experimente wurden dreimal durchgefiihrt
und vergleichbare Ergebnisse erzielt. Ktr = Kontrolle, IB = sPLA,-IB, IIA = sPLA,-1IA, V = sPLA,-V,
X = sPLAx-X, ZM = Zytokin-Mix.

4.6.7 Regulation der MIP-2-Expression durch Stickstoffmonoxid (NO)

Sowohl das Chemokin MIP-2 als auch Stickstoffmonoxid (NO) werden von Maus-
Mesangiumzellen durch proinflammatorische Zytokine in groBen Mengen freigesetzt (vgl.
4.6.4 und 4.6.5). In Ratten-Mesangiumzellen konnte gezeigt werden, dass endogenes NO
die Zytokin-induzierte Expression von MIP-2 vermittelt (Walpen et al., 2001). Schon friiher
wurde von Mihl und Pfeilschifter (1995) beschrieben, dass, ebenfalls in Ratten-
Mesangiumzellen, NO seine eigene Biosynthese in einem positiven ,Feed-back”
beeinflusst, da die INOS als NO-induziertes Gen identifiziert wurde. Fir die Maus-
Mesangiumzellen waren solche Effekte bisher nicht bekannt. Daher wurde die
Gelegenheit, Maus-Mesangiumzellen in Kultur zu haben, genutzt, um zu Uberpriifen, ob

NO auch in diesen Zellen einen Einfluss auf die MIP-2-Expression ausibt.
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4.6.8 Effekte des iINOS-Inhibitors L-NMMA auf die MIP-2-Expression

L-NMMA (N®-monomethyl-L-Arginin, ALEXIS Biochemicals) ist ein spezifischer Inhibitor
fir die NO-Synthasen und hemmt somit die NO-Bildung in Zellen (Rees et al., 1989).
Zunachst wurde untersucht, in welchen Konzentrationen L-NMMA die Zytokin-induzierte
NO-Bildung hemmen kann. AnschlieBend wurde Uberprift, ob diese Hemmung der
endogenen NO-Bildung einen Einfluss auf die MIP-2-Ausschittung in Maus-
Mesangiumzellen hat.

Die Mesangiumzellen wurden fir 24h mit dem Zytokin-Mix inkubiert. Zusatzlich wurden
sie mit verschiedenen Konzentrationen (0,5 mM, 1 mM, 2 mM und 3 mM) des iNOS-
Inhibitors L-NMMA stimuliert. Die Hemmung der Zytokin-induzierten NO-Bildung durch
den Inhibitor wurde mittels der Griess-Reaktion (vgl. 3.5.7) gemessen. AuBerdem wurde
der MIP-2 Gehalt in diesen Uberstinden analysiert und somit der Effekt des iNOS-
Inhibitors auf die MIP-2-Expression untersucht.

Wie in Abbildung 4.30 dargestellt ist, konnte der iINOS-Inhibtor L-NMMA die Zytokin-
induzierte NO-Bildung in Maus-Mesangiumzellen sehr effizient hemmen (bis zu 93%).
Schon bei einer Konzentration von 0,5 mM L-NMMA wurde der Wert von 30 uM NO,
induziert durch Zytokine, auf 5 uM gesenkt. Bei héheren Konzentrationen des Inhibitors
bis 3 mM wurde nahezu kein NO mehr von den Zellen gebildet.

Die Hemmung der endogenen NO-Bildung durch den iNOS-Inhibitor L-NMMA zeigte
jedoch im Gegensatz zu den Ratten-Mesangiumzellen keinen Effekt auf die MIP-2-
Bildung in Maus-Mesangiumzellen, wie in Abbildung 4.31 dargestellt ist. Der Spiegel der
MIP-2-Ausschittung, der durch die Zytokine induziert wurde, blieb trotz Inkubation mit

dem Inhibitor unverandert.
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Abbildung 4.30: Effekt des iNOS-Inhibitors L-NMMA auf die NO-Bildung in Maus-
Mesangiumzellen.

Die Zellen wurden fir 24h mit dem Zytokin-Mix bestehend aus TNFa (0,5 nM), IL-1p (0,25 nM) und
IFNy (5 ng/ml) stimuliert. Zusatzlich wurden sie mit dem iNOS-Inhibitor L-NMMA in den
Konzentrationen 0,5 mM, 1 mM, 2 mM und 3 mM inkubiert. AnschlieBend wurde die Nitrit-Bildung
mit Hilfe der Griess-Reaktion in den Zellkulturliberstdnden an einem Mikrotiter-Lesegerat ermittelt.
*** = p< 0,001 im Vergleich zum Zytokin-induzierten Wert. Die Experimente wurden dreimal
durchgeflihrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt. Ktr = Kontrolle
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Abbildung 4.31: Effekt des iNOS-Inhibitors L-NMMA auf die MIP-2-Bildung in Maus-
Mesangiumzellen.

Die Zellen wurden fiir 24h mit dem Zytokin-Mix bestehend aus TNFa (0,5 nM), IL-1B (0,25 nM) und
IFNy (5 ng/ml) stimuliert. Zuséatzlich wurden sie mit dem iNOS-Inhibitor L-NMMA in den
Konzentrationen 0,5 mM, 1 mM, 2 mM und 3 mM inkubiert. AnschlieBend wurde die MIP-2-Bildung
mit Hilfe des Immunoassay in Zellkulturiberstanden an einem Mikrotiter-Lesegeréat ermittelt. Die
Experimente wurden dreimal durchgefiihrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt. Ktr = Kontrolle
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4.6.9 Effekite des NO-Donors DETA-NONOat auf die MIP-2-
Expression

Es sollte untersucht werden, ob das exogen zugesetzte NO einen Effekt auf die MIP-2-
Expression in Maus-Mesangiumzellen hat. Hierzu wurden die Mesangiumzellen fir 24h
mit dem Zytokin-Mix inkubiert. Zusatzlich wurden sie mit verschiedenen Konzentrationen
(25 pM, 50 puM, 100 pM und 250 uM) des NO-Donors DETA- NONOat stimuliert. DETA-
NONOat((Z)-1-[2-(2-Aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-1-uim-1,2-doilate]
(ALEXS Biochemicals) ist ein NO-Donor, welcher in Puffer-Milieu NO Uber 24h an seine
Umgebung abgeben kann und dadurch ideal fir Zellkulturexperimente geeignet ist. In den
behandelten Zellen wurde die MIP-2-Freisetzung mittels eines Immunoassays (3.5.6.3)
bestimmt.

In Abbildung 4.32 ist zu sehen, dass das zusétzlich durch DETA-NO zur Verfligung
gestellte NO in den Zellen keinen Einfluss auf die MIP-2-Bildung hatte. Der Spiegel der
MIP-2-Ausschittung, der durch die Zytokine induziert wurde, blieb trotz Inkubation mit

dem NO-Donor nahezu unverandert.
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Abbildung 4.32: Effekt des NO-Donors DETA-NO auf die MIP-2-Bildung in Maus-
Mesangiumzellen.

Die Zellen wurden fiir 24h mit dem Zytokin-Mix bestehend aus TNFa (0,5 nM), IL-1B (0,25 nM) und
IFNy (5 ng/ml) stimuliert. Zuséatzlich wurden sie mit dem NO-Donor DETA-NO in den
Konzentrationen 25 pyM, 50 pM, 100 pM und 250 uM inkubiert. AnschlieBend wurde die MIP-2-
Bildung mit Hilfe des Immunoassay in Zellkulturiberstdnden an einem Mikrotiter-Lesegerat
ermittelt. Die Experimente wurden dreimal durchgeflihrt und vergleichbare Ergebnisse erzielt.  Ktr
= Kontrolle
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Zusammengefasst kann also festgestellt werden, dass die Maus-Mesangiumzellen sich
hinsichtlich der Regulation proinflammatorischer Mediatoren erheblich von den Ratten-
Mesangiumzellen unterscheiden. Dies gilt sowohl fir die Sensitivitdt gegenlber Zytokin-
Stimulation, Expression und Freisetzung der sPLA.s, Expression des MTR,

Prostaglandinproduktion, als auch die NO-vermittelte Regulation der Genexpression von
MIP-2.
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5 Diskussion

5.1 Expression des spezifischen M-Typ-Rezeptors und seinem
Liganden sPLA,-IB in der Rattenniere

Bisher war nur fir wenige sPLA, Enzyme geklart, dass sie an den MTR binden und
darlber eine potentielle Rolle bei verschiedenen Signaltransduktionskaskaden spielen
kénnten. Hierzu gehoért die sPLA,-IB, fir die eine Bindung an den Ratten-, Kanninchen-
und den Maus-MTR nachgewiesen wurde (Cuppilard et al., 1999).

Die Ergebnisse verschiedener Studien zeigten bereits, dass die sPLA.-IB eine wichtige
Rolle bei Entziindungsreaktionen zu spielen scheint. Wahrend einer akuten Pankreatitis
wurde die sPLA,-IB in erhdhten Expressions-Spiegeln in der Niere nachgewiesen
(Hieteranta et al., 1992). AuBerdem kann die sPLA,-IB nachweislich liber die MAPKinase-
Kaskade und die cPLA, die Bildung von proinflammatorischen Lipidmediatoren férdern
(Kishino et al., 1995; Beck et al., 2003) sowie die Proliferation von Mesangiumzellen
stimulieren (Huwiler et al., 1997). Die proinflammatorischen Effekte der sPLA,-IB scheinen
zumindest partiell ber den MTR vermittelt zu sein. Uber den MTR in Ratten-
Mesangiumzellen werden durch die sPLA.-IB in-vitro die Expression proinflammatorischer
Enzyme wie die iNOS (Park et al., 2003) oder die sPLA,-1IA (Beck et al., 2003) aktiviert.
Um mehr Uber die Bedeutung der sPLA,-IB und des MTR bei entziindlichen
Erkrankungen zu erfahren, wurden in-vivo-Studien an der Rattenniere nach Induktion
einer Anti-Thy1.1-Glomerulonephritis  (Anti-Thy1.1-GN), bzw. in-vitro-Studien an
verschiedenen Zellen aus der Niere nach Stimulation mit dem proinflammatorischem
Zytokin IL-1B durchgefihrt.

In den ersten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass nach der Induktion der Anti-
Thy1.1-GN die Expression der sPLA,-IB in der Gesamt-Niere sowohl auf mRNA-Ebene
(Maximum 6h nach Induktion) als auch auf Protein-Ebene (Maximum 24h nach Induktion)
deutlich erhéht ist (vgl. Abb. 4.1). Durch immunhistologische Experimente stellte sich
heraus, dass die nachgewiesene sPLA,-IB fast ausschlieBlich von Zellen des Glomerulus
exprimiert wird (Daten nicht gezeigt). Somit wurden fir die folgenden in-vitro-Studien
glomerulare Mesangiumzellen und glomerulare Endothelzellen verwendet und diese
beziiglich ihres Expressionsmusters dersPLA,-IB untersucht (vgl. Abb. 4.2). Die
Endothelzellen zeigen eine konstitutive Expression dieser sPLA,, allerdings konnte die

Gabe des proinflammatorischen Zytokins IL-1p die Expression nicht merklich erhéhen.
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Auffallig ist die starke Induktion der Expression nach exogener Gabe sowohl des
katalytisch aktiven Enzyms sPLA,-IB als auch der katalytisch inaktiven Mutante H48Q
(Janssen et al., 1999). Die katalytisch inaktive Mutante der sPLA,-IB ist ein elegantes
Werkzeug, um Prozesse zu untersuchen, die unabhangig von der Fettsaurefreisetzung
und potentiell Gber den MTR oder andere Bindungsproteine an der Zelloberflache
vermittelt werden.

Die Induktion der endogenen sPLA,-IB durch das exogen zugesetzte Enzym lasst
vermuten, dass die von den Endothelzellen selbst freigesetzte sPLA.-IB (ber einen
positiven ,feed back loop” auf ihre eigene Genexpression wirken und diese verstarken.
Dass auch die katalytisch inaktive Mutante H48Q die Expression der sPLA.-IB induziert,
deutet darauf hin, dass dieses Enzym den Effekt auf die eigene Biosynthese Uber die
Bindung an den MTR vermittelt und nicht primar Uber die enzymatische Aktivitat. Ein
ahnlicher ,feed-back“Mechanismus wurde auch fir die sPLA.-IIA in Ratten-
Mesangiumzellen beschrieben (Beck et al., 2003).

Die katalytische Aktivitat kann auch insofern ausgeschlossen werden, als die sPLA,-IB als
extrazelluldares Enzym nicht in der Lage ist, von Phospholipiden der Plasmamembran
adharenter Zellen Fettsduren freizusetzen (Singer et al., 2002). Behandelt man z.B.
Mesangiumzellen, die zuvor fir 24 h mit ["“C]-Olsaure oder einer anderen radioaktiv
markierten Fettsdure vorinkubiert wurden mit diesem Enzym, kann keine
Fettsdurefreisetzung in den Zellkulturiberstand nachgewiesen werden (M. Kaszkin-
Bettag, persénliche Mitteilung). Dies unterstitzt die Vermutung, dass die intrazellulare
Signaltransduktion durch exogene sPLA,-IB durch den MTR vermittelt wird.

In unseren Untersuchungen konnte eine Expression der sPLA,-IB in Mesangiumzellen
nicht nachgewiesen werden. Andererseits wurde schon friher gezeigt, dass in diesen
Zellen eine Stimulation mit exogener sPLA,-IB zusammen mit dem Zytokin TNFo eine
Expression der sPLA-11A herbeifiihrt (Beck et al., 2003). Die sPLA-IIA konnte in groBen
Mengen in entziindungsgeschadigten Glomeruli, wie auch in Monozyten und
Makrophagen nachgewiesen werden (Wada et al., 1997). In weiteren Untersuchungen
konnte beobachten werden, dass die mRNA-Expression der sPLA,-IIA in der Niere nach
der Induktion einer Anti-Thy1.1-GN zeitabhangig hochreguliert wurde (Daten nicht
gezeigt). Somit liegt die Vermutung nahe, dass die sPLA.-IIA, induziert durch die exogene
SPLA,-IB, ein autokriner und/oder parakriner Mediator im Fortschreiten einer
Glomerulonephritis ist.
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Da proinflammatorische Bedingungen in glomeruldren Endothelzellen die Expression der
SPLA,-IB nur im geringen MaBe erhéhen und in Mesangiumzellen dieses Enzym gar nicht
exprimiert wird, missen andere Zellen fir den massiven Anstieg der sPLA,-IB-Expression
in der Niere wahrend einer Glomerulonephritis verantwortlich sein. Daraufhin wurden
Immunzellen, wie Monozyten und Granulozyten, die als frilhes Ereignis einer
Glomerulonephritis in die Glomeruli einwandern (Bagchus et al., 1990; Roy-Chaudhury et
al., 1995; Westerhuis et al., 2000) untersucht. Sowohl Monozyten exprimieren konstitutiv
sPLA,-IB mRNA und Protein. Nach Stimulation mit IL-1B konnte diese sPLA; verstérkt im
Zellkulturiberstand nachgewiesen werden. In Granulozyten wird die sPLA,-IB auf mRNA-
Ebene durch Stimulation mit IL-1B induziert und auch als Protein konnte sie nach
Behandlung mit IL-1B in den Zelllysaten detektiert werden (Daten nicht gezeigt). In
Nierenschnitten konnte 6h nach Induktion einer Anti-Thy1.1-GN die Einwanderung von
Neutrophilen in den Glomerulus, welche die sPLA,-IB exprimieren, gezeigt werden. Auch
ein Teil der eingewanderten Monozyten scheinen zu dem verstarkten sPLA,-IB-
Expression in der Niere beizutragen (vgl. Abb. 4.3).

Wie bereits erwahnt, verfligt die sPLA.-IB nur Uber eine geringe Kapazitat,
Arachidonsaure direkt aus der Membran freizusetzen (Singer et al., 2002). Andererseits
besitzt die sPLA,-IB die héchste Bindungsaffinitdt zu dem MTR in der Ratte (Beck et al.,
2003; Valentin und Lambeau, 2000; Lambeau et al., 1995) und kann tber diesen Weg die
Freisetzung von AA Initiieren. Dies kann zum einen Gber die Aktivierung der cPLA,
erfolgen (Ancian et al., 1995; Lambeau und Lazdunski, 1999; Huwiler et al., 1997; Fonteh
et al., 2000) oder durch die Induktion der sPLA.-IIA, was folgend zur einer erhéhten AA-
Freisetzung und anschlieBender Prostaglandin-Bildung fihrt. (Kishino et al., 1994; Kishino
et al., 1995). In friheren Studien wurde gezeigt, dass in Ratten-Mesangiumzellen die
sPLA,-IB unabhangig von ihrer katalytischen Aktivitat die Expression der sPLA-IIA und
die Prostaglandin-Bildung stimulieren kann. Beck et al. (2003) konnten zuséatzlich zeigen,
dass fUr diesen Prozess die Aktivierung der cPLA, und des Transkriptionsfaktors
Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor oo (PPARa) notwendig ist und wahrscheinlich
auch der MTR hierbei beteiligt ist.

In unseren Untersuchungen zeigten wir, dass die Expression des MTRs in der Niere
wahrend einer Glomerulonephritis deutlich erhdht ist. Wie die Ergebnisse einer
Immunfluoreszenzmarkierung von Nierenschnitten darstellen (vgl. Abb. 4.4), wird der
MTR 6h nach Induktion einer Anti-Thy1.1-GN von glomerularen Zellen exprimiert. In-vitro
zeigten sowohl Ratten-Mesangium- als auch -Endothelzellen eine Erhéhung des MTR auf

mRNA- und Protein-Ebene nach Stimulation mit dem proinflammatorischen Zytokin IL-15
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(vgl. Abb. 4.5). Das spricht dafirr, dass die zellularen Effekte, die durch die Gabe von
exogener sPLA,-IB in Ratten-Mesangiumzellen beobachtet wurden, auf die Bindung des
Enzyms an den MTRs zurlickzufiihren ist, dessen Expression unter entziindlichen

Bedingungen erhoht ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass wahrend einer Glomerulonephritis
die sPLA,-IB in stark erhdhtem MaBe in der Ratten-Niere vorhanden ist, und auch das
MTR-Protein deutlich verstarkt in den Glomeruli auftritt. Die sPLA,-IB wird einerseits von
den vorhandenen Endothelzellen im Glomerulus freigesetzt und zum anderen von
Immunzellen, die als frihes Ereignis einer Glomerulonephritis in die Niere einwandern.
Die sPLA.-IB zeigt eine starke Bindungsaffinitat fir den MTR, Uber welchen die
Freisetzung von Arachidonsaure initiiert, aber auch die Expression der sPLA,-IIA verstéarkt
und die Prostaglandin-Bildung stimuliert wird. Dies sind Prozesse, die zur Progression
einer Gromerulonephritis beitragen kénnten. Darum war es von besonderem Interesse,
mehr Uber die Funktion des M-Typ-Rezeptors bei entzlindlichen Prozessen in der Niere
bzw. in glomeruladren Zellen zu erfahren. Im Rahmen meiner Dissertation bot sich die
Mdoglichkeit, diesbezlglich Studien an MTR-knockout Mausen vorzunehmen, welche
freundlicherweise von Dr. Kohji Hanasaki, Shionogi Research Laboratries, Osaka, Japan,
fir diese Untersuchungen zur Verfligung gestellt wurden.

5.2 Untersuchungen zur Expression und Regulation des M-Typ-
Rezeptors (MTR) in MTR-knockout Mausen

Die MTR-knockout-Maus wurde wie unter 3.1 beschrieben generiert. Durch das Einfligen
eines Resistenz-Gens in den Wildtyp-Stamm C57BL/6 wurde das Translations-Start-
Codon zerstért, sodass diese Maus nicht mehr in der Lage ist, das MTR-Protein zu
exprimieren. Phenotypsich weisen die MTR-knockout-Mause keine Unterschiede zur
Wildtypmaus (Stamm C57BL/6) auf. Sie sind fertil und gesund; es zeigen sich keine
Unterschiede in der Blutzellen- und Plasmalipid-Zusammensetzung (Hanasaki et al.,
1997).

Hanasaki et al. (1997) zeigten in ihren Studien, dass MTR knockout-Mause im Vergleich
zu den Wildtyp-Mausen eine signifikant hdhere Uberlebensrate nach einem LPS-
induzierten endotoxischen Schock aufwiesen. Auch die Plasmaspiegel von den
Entziindungsmediatoren TNFo und IL-1B, welche nach LPS-Behandlung von Zellen
freigesetzt werden (Morrison and Ryan, 1987), waren in MTR-knockout-M&usen deutlich
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niedriger als bei den Wildtypmausen. Dies deutet an, dass der MTR eine Rolle bei der
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wahrend des endotoxischen Schocks
spielt.

Um die Funktion des MTRs in proinflammatorischen Signaltransduktionsprozessen
aufzuklaren, wurden sowohl aus Wildtyp-Mausen als auch aus MTR-knockout-Mausen,
wie unter 3.3.1.1 beschrieben, glomerulare Mesangiumzellen isoliert und als

Zellkulturmodelle verwendet.

Die Reinheit der Mesangiumzellkulturen wurde wie in 4.2.1.1 gezeigt Uberprift.
Immunhistologische Farbungen zeigten, dass die Zellen ,smooth muscle*Aktin
exprimieren (vgl. Abb. 4.6.A), auf das nur Mesangiumzellen aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu
glatten Muskelzellen positiv reagieren, nicht aber Endothel- oder Epithelzellen, welche
ebenfalls in den Glomeruli lokalisiert sind (Radeke et al, 1994). Die Markierung mit
Zytokeratin, einem spezifischen Endothelzell- und Epithelzellmarker, war negativ (vgl.
Abb. 4.6.B). AuBerdem war die morphologisch charakteristische sternférmige Gestalt der
Mesangiumzellen gut zu erkennen. Somit wurde gezeigt, dass es sich hier um eine reine
Kultur aus Mesangiumzellen handelt. In gesunden Individuen in-vivo sind
Mesangiumzellen eine Zellpopulation mit geringer Proliferationsrate, im Gegensatz zu z.B.
Epithelzellen, welche eine konstante Wachstumsrate aufweisen (Striker und Striker,
1985). Unter Zellkulturbedingungen, d.h. Wachstum in Plastikschalen und durch die
Zugabe von FKS in das Wachstumsmedium werden Mesangiumzellen zur Proliferation
angeregt (Mene, 2000).

Sowohl die Uberpriifung auf die Reinheit der Kultur, als auch die Proliferationsstudien
wurden an Mesangiumzellen aus der Wildtyp- sowie aus der MTR-knockout-Maus
durchgefiihrt. Beide Zelltypen haben einen véllig identischen Phanotyp und zeigen weder
in den immuncytologischen Farbungen, der Morphologie oder im Proliferationsverhalten

Unterschiede auf.

Um den Knockout des MTRs zu (berpriifen, wurden RNA-Extrakte aus ganzen Nieren
bzw. aus kultivierten Mesangiumzellen von Wildtyp- bzw. MTR-knockout-Mausen mittels
sg-PCR hinsichtlich der Expression der MTR-mRNA untersucht. Die MTR-mRNA konnte
sowohl in der Niere als auch in den Mesangiumzellen und zwar sowohl bei den Wildtyp-,
als auch MTR-knockout-Mausen nachgewiesen werden. Fir den Nachweis des MTR-
Proteins mittels spezifischer Antikérper wurde fir die MTR-knockout-Maus dagegen ein
negatives Ergebnis erwartet. Wéahrend im Zelllysat aus der Gesamt-Niere der Wildtyp-
Maus eindeutig das MTR-Protein (ca. 180 kDa) mittels Western-Blot-Technik
nachgewiesen werden konnte, war in den Zelllysaten der MTR-knockout-Nieren kein
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Signal zu detektieren. Dass die Positivkontrolle bei einer geringeren GréBe detektiert
wurde (ca. 150 kDa) ist damit zu erklaren, dass hier rekombinantes Protein des Iéslichen
Rezeptors verwendet wurde. Dieser ist etwas kleiner als die membrangebunde Form des
MTRs (Higashino et al., 2002). Es konnte bestéatigt werden, dass den MTR-knockout-
Mausen trotz Expression der MTR-mRNA die Fahigkeit fehlt den MTR als Protein zu
exprimieren. Zum anderen zeigt dieses Ergebnis, dass in der Niere Zelltypen vorhanden
sind, die den MTR als Protein unter Kontrollbedingungen exprimieren.

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit ergaben aber auch, dass der MTR von
Maus-Mesangiumzellen nicht exprimiert wird. Weder bei Mesangiumzellen aus den
Wildtyp-Mausen noch aus MTR-knockout-Mausen konnte das Protein detektiert werden.
Um dieses Ergebnis zu bestatigen wurden Rezeptor-Bindungsstudien durchgefihrt,
welche wesentlich sensitiver als sind als die Detektion des Proteins mittels Western-Blot-
Analyse (vgl. 3.5.10). Die Bindungsstudien wurden sowohl an frisch isolierten
Zellmembranen als auch direkt an lebenden Wildtyp-Mesangiumzellen unter Kontroll- und
entziindlichen Bedingungen durchgeflhrt. Als Negativkontrolle wurden Mesangiumzellen
aus MTR-knockout-M&usen verwendet. Es konnte an den Zellmembranen bzw. direkt an
den lebenden Zellen keine spezifische Bindung des spezifischen MTR-Liganden OS,
festgestellt werden, sodass hiermit bestatigt wurde, dass Maus-Mesangiumzellen keine
nachweisbaren Mengen des MTRs exprimieren.

Mesangiumzellen stellen also nicht den Zelltyp in der Maus-Niere dar, welcher das MTR-
Protein unter Kontrollbedingungen bzw. entziindlichen Bedingungen exprimiert. Dies ist
ein Unterschied zu Mesangiumzellen aus der Ratten-Niere, welche den MTR nach Gabe
des proinflammatorischen Zytokins IL-1p auf Proteinebene exprimieren (vgl. Abb. 4.5 B).
Mdgliche Zellen in der Maus-Niere, welche den MTR exprimieren, kénnten glomerulare
Endothelzellen sein. Auch in der Ratte konnte bereits gezeigt werden, dass diese Zellen
dieses Protein unter Kontrollbedingungen schwach und nach Stimulation mit IL-1p
verstarkt exprimieren (vgl. Abb. 4.5.B).

Da das Protein des MTR in Wildtyp-Mesangiumzellen der Maus nicht exprimiert zu sein
scheint (vgl. 4.2.2), war es nicht sinnvoll, Studien beziiglich der Rolle des Rezeptors im
Vergleich zu Mesangiumzellen aus MTR-knockout-Mausen durchzufiihren. Deshalb
wurden in den folgenden Untersuchungen nur noch Wildtyp-Mesangiumzellen als

Zellsystem verwendet.
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5.3 Charakterisierung der Phospholipasen A, in Maus-
Mesangiumzellen

Phospholipasen A, kdnnen durch ihre Fahigkeit Fettsduren aus zellularen Membranen
freizusetzen, welche zu Lipidmediatoren umgewandelt werden, viele physiologische und
pathophysiologische Prozesse aktivieren und verstarken. Speziell die Freisetzung von
Arachidonsdure ist ein entscheidender Schritt, da diese als Vorldufermolekll fur
Eicosanoide dient (Murakami et al., 1998). Im Besonderen die Prostaglandine spielen in
der Niere eine wichtige Rolle. Zum Einen sind sie flur die Aufrechterhaltung der
Hémdostase und flr verschiedene Nierenfunktionen wie Hamodynamik, Renin-Sekretion,
tubulare Transportprozesse, Proliferation und Apoptose verantwortlich (Nasrallah und
Hébert, 2005). Zum Anderen sind sie in der Pathogenese der Hypertonie (Qi et al., 2002),
in Elektrolyt- Funktionsstérungen wie dem Bartter-Syndrom (Reinalter et al., 2002) sowie
bei entziindlichen Nierenerkrankungen beteiligt (Hartner et al., 2000). Nach wie vor ist nur
unvollstandig geklart, welche Rolle die sPLA,s bei diesen Prozessen spielen, zumal es
sich immer mehr herauskristallisiert, dass es bedeutende Spezies-spezifische
Unterschiede im Expressionsmuster und in der Funktion der einzelnen sPLA.s in
verschiedenen Organen und Geweben zu geben scheint (Six und Dennis, 2000; Singer et
al., 2002).

Bislang ist Uber die Expression der sPLA.s in der Mausniere wenig bekannt. Auf mRNA-
Ebene konnte die sPLA.-IB, sPLA,-IIA, s-PLA.-IIE und sPLA,-V (Eerola et al., 2006),
sowie die sPLA,-XIl und sPLA,-1lIl in Kontrolltieren nachgewiesen werden (Touqui und
Alaoui-El-Azher, 2001). Da Uber die Expression von PLA,s speziell in murinen
glomerularen Mesangiumzellen bislang noch keine Erkenntnisse vorlagen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit ein Expressionsmuster der mRNA-Expression der PLA,s in murinen
Mesangiumzellen erstellt. Das Ergebnis der Realtime-PCR zeigt, dass die sPLA,-IB, -lIE,
-ll, -V, -X, -XIIA, die iPLA, und die cPLA; konstitutiv exprimiert werden. Fir die sPLA,-IIC,
-1ID, -lIF, -XIIB konnte keine Expression nachgewiesen werden (vgl. Abb. 4.10).

sPLA,s kénnen Uber verschiedene Wege durch ihre katalytische Aktivitdt auf die
Freisetzung von AA in der Zelle wirken und somit den Eicosanoidstoffwechsel
beeinflussen. Zum einen Uber den Heperansulfat-Shuttling-Weg, bei dem durch die
Umverteilung der sPLA,s in das Zellinnere der Kontakt zu den von ihnen bevorzugten
Phospholipidsubstraten ermdglicht wird (Murakami und Kudo, 2004) oder zum anderen
Ober den sog. externen Plasmamembran-Weg, bei dem die sPLA,s direkt von der PC-
reichen Plasmamembran AA abspalten kénnen (Hanasaki et al., 1999; Murakami et al.,
1999). Eine weitere Variante ist die Signaltransduktion liber den MTR. Da aber in dieser
Arbeit gezeigt wurde, dass murine Mesangiumzellen keinen MTR auf Proteinebene
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exprimieren (vgl. Abb. 4.9 B) und somit dieser Weg nicht genutzt werden kann, spielt die
sPLA.-IB in diesen Zellen keine Rolle bei der Freisetzung von AA. Eine Funktion der
sPLA.-IB kénnte sein, dass sie, nachdem sie von den Mesangiumzellen sezerniert wurde,
auf benachbarte Zellen, also parakrin, Uber deren MTR die Signaltransduktion steuert. Als
potentielle Zielzellen kdmen Endothelzellen in Frage. In dieser Arbeit wurde die
Expression des MTRs in Maus-Endothelzellen der Niere nicht untersucht. Es konnte aber
gezeigt werden, dass in glomerularen Endothelzellen der Ratte der MTR exprimiert wird
und unter entzindlichen Bedingungen eine deutliche Verstarkung der Expression
stattfindet (vgl. Abb. 4.5). Im Zuge zukinftiger Untersuchungen waren zellspezifische
Lokalisationsstudien fiir den Rezeptor interessant.

5.4 Die Regulation der Phospholipasen A, in Maus-
Mesangiumzellen unter entziindlichen Bedingungen

Unter entzlindlichen Bedingungen ist die cPLA, das Enzym, welches den Hauptanteil der
AA zur Biosynthese von Eicosanoiden zur Verfigung stellt (Kudo und Murakami, 2002).
Viele Studien in verschiedenen Zellsystemen haben aber gezeigt, dass auch die sPLA,s
eine Rolle bei der Generierung von AA spielen und wichtig flir die Initierung und
Amplifizierung der Eicosanoidproduktion wahrend Entziindungsreaktionen sind (Triggiani
et al.,, 2005). Bisher konzentrierten sich die meisten Untersuchungen vor allem auf die
sPLA,-1IA, da mittlerweile auch in klinischen Studien gezeigt wurde, dass sie eine Rolle in
der Pathogenese von verschiedenen akuten und chronischen entziindlichen Krankheiten,
wie der Sepsis (Guidet et al., 1996), rheumatider Athritis (Seilhammer et al., 1989) oder
Asthma (Bowton et al.,1997) spielt. Jedoch hat der Einsatz von mehr oder weniger
spezifischen Inhibitoren dieses Enzyms nicht den erhofften klinischen Erfolg bei diesen
Erkrankungen gezeigt (Zeiher et al., 2005). Dies lieB vermuten, dass weitere sPLA,s an
entzindlichen Prozessen im Organismus auf vielfaltigste Weise beteiligt sein miissen.
Ublicherweise wird die Expression und Regulation von Proteinen zunachst in
Mausmodellen untersucht, da man in diesem Tiermodell die Mdglichkeit hat, mittels
moderner Technologien wie der knockout-Maus oder der siRNA die Expression dieser
Proteine gezielt auszuschalten und die physiologischen Konsequenzen fir den
Organismus zu studieren. Im Hinblick auf die Funktionen der sPLA,s war es aber
zunéchst erforderlich, eine Vorstellung davon zu haben, welche dieser Enzyme Uberhaupt
in der Maus exprimiert werden. Dies erfolgte bereits von verschiedenen Arbeitsgruppen in
den unterschiedlichsten Organen.

125



Diskussion

In der Maus gilt die sPLA,-V als der am starksten exprimierte Subtyp der sPLA,s. Er
konnte in verschiedenen Geweben detektiert werden, besonders im Herz, Lunge und Milz.
Nach LPS-behandlung konnte in diesen Geweben ein Anstieg der mRNA-Expression
nachgewiesen werden und auch in Niere und Darm fand eine Induktion dieser sPLA,; nach
LPS-Gabe statt (Sawada et al., 1999). Im Gegensatz dazu konnte die sPLA-IIA nur im
Darm nachgewiesen werden (in Balb/cJ-M&usen) und durch die LPS-Behandlung war die
Expression kaum verstarkt. In C57BL/6-Mausen war die sPLA-IIA nicht zu detektieren, da
aufgrund einer ,frame-shift*-Mutation ein natirlicher knockout dieses Gens vorliegt
(Kennedy et al., 1995). In unstimulierten wie auch in LPS-aktivierten Maus-Makrophagen
konnte eine deutliche mMRNA-Expression der sPLA,-V nachgewiesen werden, welche dort
eine Rolle im AA-Metabolismus zugeschrieben wird (Balboa et al, 1996). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass in der Maus die sPLA,-V eine Hauptfunktion bei
Entzindungsreaktionen zu spielen scheint, im Gegensatz zu der Ratte, bei der diese
Rolle eher von der sPLA,-I1A Ubernommen wird (Pfeilschifter, 1995).

Da die Expression der sPLA,s in den Mesangiumzellen der Maus bisher unbekannt war
und eine Kenntnis der Expression der einzelnen Enzyme flr zukinftige knockout-Studien
bezliglich entzindlicher Nierenerkrankungen von groBem Interesse war, wurden in dieser
Arbeit alle sPLA, Subtypen hinsichtlich ihrer Expression und Regulation unter
entziindlichen Bedingungen auf mMRNA- und Protein-Ebene untersucht.

Die in Abbildung 4.10 dargestellten Ergebnisse der mRNA-Expression mittels Realtime-
und sqg-PCR zeigen, dass die sPLA,-IB, -IIE, -, -V, -X und -XIIA, sowie die cPLA, und
iPLA; in den Maus-Mesangiumzellen exprimiert werden. Die hdchste Expression zeigt die
sPLA,-XIIA, ebenso zeigten erwartungsgemaf auch die iPLA, und cPLA, eine starke
Expression. Im Gegensatz dazu konnten die sPLA,-IB, sPLA,-IIE, sPLA-IIl, sPLA,-V und
sPLA,-X auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden, jedoch in wesentlich geringerem
MaBe. Durch Gabe der proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL-1 und IFNy wurden in
den Zellkulturexperimenten entziindliche Bedingungen erzeugt. Fir die sPLA.-IIl und
sPLA.-V wurde nach dieser Behandlung Uberraschenderweise eine Abnahme der
Expression festgestellt, die sSPLA,-IIE wurde im Gegensatz hierzu starker exprimiert. Auf
die mRNA-Expression der sPLA.-IB, -X und -XIIA hatte der Zytokin-Mix keinen Effekt (vgl.
Abb. 4.11).

Die Abnahme der Expression der sPLA-IIl und -V nach Zytokin-Gabe steht im Gegensatz
zu der bislang vorherrschenden Meinung, dass diese sPLA.s als vorwiegend
proinflammatorische Proteine unter entzliindlichen Bedingungen verstarkt exprimiert
werden. Speziell fir die sPLA,-V in der Maus wurde bislang, wie oben beschrieben, eine
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Induktion bzw. Hochregulation dieses Enzyms in der Entziindung beobachtet. Doch in
mehreren Studien wurde bereits eine abgeschwéachte Expression von sPLAys in
verschiedenen Geweben unter entzlindlichen Bedingungen gezeigt. Die Behandlung von
humanen Keratinozyten mit dem Phorbolester TPA, welcher normalerweise ein starker
Induktor von inflammatorischen Prozessen in der Haut ist (Marks und Flrstenberger,
1990), fuhrt zu einer Abnahme der Expression der sPLA.-IIA, -V und -X (Schadow et al.,
2001). Auch die Zytokin-induzierte mRNA-Expression der sPLA-IIA in Ratten-
Mesangiumzellen wird durch das TPA gehemmt (Scholz et al., 1999). Hamagushi et al.
(2003) konnten zeigen, dass die Expression der sPLA,-IID mRNA aus der Gesamt-Niere
der Maus mit zunehmender LPS-Konzentration abnimmt. Wie hier gezeigt, weist als
einzige die sPLA,-IIE in Maus-Mesangiumzellen einen schwachen Anstieg der Expression
nach Zytokin-Gabe auf und kénnte ein potentieller Ersatz flr die inflammatorische sPLA,-
IIA sein, welche in diesem Mausstamm natlrlicherweise nicht vorkommt. Die sPLA-IIE
konnte jedoch trotz ihrer vergleichsweise starken Expression auf mRNA-Ebene als
Protein trotz eines spezifischen Antikdrpers nicht detektiert werden. Eine Erklarung hierfar
waére, dass die sPLA-1IE verstarkt gebunden an Glypican, ein Heperan-Proteoglykan der
Plasmamembran, vorliegt (Murakami et al, 1998) und somit nicht frei im
Zellkulturiiberstand zu finden ist. Die Sensitivitat des Antikérpers kann kein Grund sein
fir die Nicht-Detektierbarkeit der sPLA,-IIE, da die Antiseren fir die Maus-sPLA,s
Mengen von nur 1ng im Western-Blot detektieren kénnen (Eerola et al., 2006; Degousee
et al., 2002)

Sowohl die cPLA,, als auch die iPLA; werden in Maus-Mesangiumzellen unter
entziindlichen Bedingungen leicht verstarkt exprimiert und kénnten so zu einer Erhéhung
der AA-Freisetzung und damit zur leicht erhéhten Prostaglandin-Bildung nach
Zytokingabe beitragen (vgl. Abb. 4.14).

Des Weiteren konnten auf Protein-Ebene die sPLA,-IB, -V und -X mittels spezifischer
Antikérper in Zellkulturiberstdnden von Mesangiumzellen nachgewiesen werden. (vgl.
Abb. 4.12). Alle drei Enzyme werden konstitutiv exprimiert; bei der sPLA,-V ist eine leichte
Abnahme nach Gabe des Zytokin-Mix erkennbar, wahrend die sPLA,-IB und -X durch die
Zytokine nicht beeinflusst werden. Diese Ergebnisse entsprechen den zuvor
besprochenen Daten der mRNA-Expression. Bei weiteren Western-Blot-Analysen
durchgefiihrt mit Proteinextrakten aus dem Zelllysat konnten keine sPLA.s detektiert
werden. Die sPLA,-IIl und sPLA,-XIIA, welche deutlich auf mRNA-Ebene zu finden waren,
konnten nicht auf Protein-Ebene untersucht werden, da mir keine spezifischen Antikérper
fir diese Enzyme zur Verflgung standen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass verschiedene sPLA,s auf mMRNA-Ebene in
Maus-Mesangiumzellen exprimiert werden, wovon die sPLA,-IB, -V und -X auch auf
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Protein-Ebene nachgewiesen werden konnten. Als Protein wird nur die sPLA,-V unter
entziindlichen Bedingungen reguliert, da sie nach Zytokin-Gabe schwacher exprimiert
wird. Sie scheidet damit als verantwortliches Enzym in Mausmodellen fir entzlindliche
Nierenerkrankungen wohl eher aus. Dementsprechend ware eine sPLA,-V-knockout-

Maus eher nicht als ein solches Modelltiersystem geeignet.

Nach dem erfolgreichen Nachweis von drei sPLA,s in dem Zellkulturiiberstand von
Mesangiumzellen, wurde dieser hinsichtlich der sPLA,-Aktivitdt mittels eines speziellen
Assays untersucht (vgl. 3.5.5). Doch weder in den Kulturliberstdnden von Zytokin-
behandelten Zellen, noch von unbehandelten Zellen konnte eine spezifische sPLA,-
Aktivitat nachgewiesen werden. Méglicherweise war der Test nicht sensitiv genug, um die
Enzymaktivitat potentiell vorhandener sPLA,s nachzuweisen.

Der Einsatz von spezifischen sPLA,- bzw. cPLA.-Inhibitoren erméglichte es uns, zu
untersuchen, ob die Aktivitat dieser PLA;s einen Einfluss auf ihr eigenes
Expressionsverhalten haben bzw. regulierend auf die Eicosanoidbiosynthese wirken.
Frihere Studien zeigten bereits, dass in Ratten-Mesangiumzellen die Aktivierung der
cPLA; durch die Behandlung mit exogenen sPLA,s erfolgte (Huwiler et al. 1997).
AuBerdem kann in diesen Zellen die exogene sPLA,-IB die Zytokin-stimulierte
Transkription der proinflammatorischen sPLA,-IIA Uber die Aktivierung des PPARa
potenzieren. Zudem kann die endogene sPLA.-1IA durch eine autokrine ,feed-back"-
Aktivierung ihre eigene Expression steigern (Beck et al., 2003). Shinohara und Mitarbeiter
(1999) zeigten in Mausmakrophagen P388D1, dass die endogene cPLA,-Aktivitat und die
nachgeschaltete Eicosanoid-Biosynthese nétig sind, um die Expression der sPLA,-V zu
induzieren. In Ratten-Fibroblasten konnte durch die Inhibition der cPLA, die Expression
der sPLA.-IIA gehemmt werden (Kuwata et al., 1998). Diese Ergebnisse zeigen, dass ein
sog. ,cross-talk‘ zwischen den verschiedenen Phospholipasen A, in der Zelle stattfindet.

Verwendet wurden in dieser Arbeit der spezifische sPLA,-Inhibitor Me-IDX und der
spezifische Inhibitor der cPLA.a PYR-1, jeweils in Konzentrationen, in denen eine
optimale Hemmung erwartet wurde. Nach Stimulation der Mesangiumzellen mit den
jeweiligen Inhibitoren bzw. in Kostimulation mit dem Zytokin-Mix wurden mittels Realtime-
PCR die Expressionen der verschiedenen PLA,s untersucht. Wie in Abbildung 4.13
gezeigt, wurde die Expression der sPLA,-IB, -lIE und -V, sowie der iPLA, und cPLA,
weder von dem sPLA-Inhibitor Me-IDX noch von dem cPLAs-a-Inhibitor PYR-1
beeinflusst. Die Herunterregulierung der sPLA,-1ll nach Zytokinbehandlung wurde durch
den Inhibitor PYR-1 partiell aufgehoben. Dies spricht daflr, dass die Zytokin-stimulierte
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Abnahme der sPLA,-1II Uber die cPLAso vermittelt wird. Die sPLA,s spielen keine Rolle
bei der Regulierung ihrer eigenen Genexpression, da nach deren Hemmung durch Me-
IDX keine Anderung zu erkennen ist. Bei der sPLA,-X liegt der umgekehrte Fall vor.
Wurde die cPLA,o mittels PYR-1 gehemmt, war eine schwéchere Expression der
konstitutiven sPLA,-X-Expression erkennbar. Den gleichen Effekt zeigte PYR-1 bei der
Expression der sPLA,-XIIA, auch sie wurde bei einer Kostimulation mit Zytokinen und
dem Inhibitor schwacher exprimiert. Auffallig war hier, dass unter Kontrollbedingungen die
Inhibition der sPLA,s durch Me-IDX zu einem Anstieg in der sPLA,-XIIA-Expression fihrt.
Dies deutet auf eine konstitutive extrazellulare sPLA,- Aktivitat hin, welche die Expression
der sPLA,-XIIA unter nicht stimulierten Bedingungen hemmt. Eine konstitutive freie
sPLA,-Aktivitat im Zellkulturiberstand konnte mit den uns zur Verfligung stehenden
Methoden jedoch nicht nachgewiesen werden.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf komplexe Regulationen der sPLA,s hin, die zum
Teil cPLAs-vermittelt zu sein scheinen und die in zuklnftigen Untersuchungen im

Einzelnen genauer hinterfragt werden miissen.

5.5 Die Bedeutung der Phospholipasen A, bei der Biosynthese
von Lipidmediatoren in Maus-Mesangiumzellen

Als wichtige bioaktive Lipidmediatoren in der Zelle wurden die Prostaglandine untersucht.
Prostaglandine spielen sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch in der Niere
eine wichtige Rolle. Sie sind z.B. fir die Aufrechterhaltung der Homdostase und die
Regulation von verschiedenen Nierenfunktionen wie Hamodynamik, Renin-Sekretion,
tubuldre Transportprozesse, Proliferation und Apoptose verantwortlich (Nasrallah und
Hébert, 2005). Auf der anderen Seite sind sie an pathophysiologischen Prozessen
beteiligt. So spielen sie in der Pathogenese der Hypertonie (Qi et al., 2002), in Elektrolyt-
Funktionsstérungen wie dem Bartter-Syndrom (Reinalter et al, 2002) sowie bei
entziindlichen Nierenerkrankungen eine wichtige Rolle (Hartner et al., 2000).

In dieser Arbeit wurden die beiden Prostaglandine E; und I, (Prostacyclin) untersucht, fir
welche die meisten renalen Funktionen beschrieben werden. PG, ist ein sehr instabiles
Produkt und da es in Lésungen nur eine Halbwertzeit von ca. 3 Minuten besitzt, ist es eine
gangige Methode, das stabile Endprodukt 6-keto-PGF;, zu messen. Wie in Abbildung
4.14 gezeigt, wird sowohl PGE;, als auch PGI, konstitutiv von Maus-Mesangiumzellen
exprimiert. Nach einer Inkubation mit den proinflammatorischen Zytokinen TNFa., IL-1B

und IFNy konnte nur eine schwache, nicht signifikante Steigerung der Prostaglandin-
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Synthese erreicht werden. Dieses Ergebnis ist eher lberraschend, da fir Prostaglandine
E, und |, beschrieben wird, dass sie unter entzindlichen Bedingungen vermehrt
ausgeschittet werden und ihnen daher auch eine Rolle bei der Aufrechterhaltung einer
Entzindungsreaktion zugeteilt wird. In Ratten-Mesangiumzellen fihrt eine Stimulation mit
dem proinflammatorischem Zytokin IL-1B zu einem Anstieg der PG-Synthese, welche
durch die cAMP-generierende Substanz Forskolin weiter potenziert wird (Pfeilschifter et
al., 1989; Schalkwijk et al., 1991). Schildknecht et al. (2004) zeigten, dass die Behandlung
von glatten Muskelzellen, ein den Mesangiumzellen verwandter Zelltyp, aus dem Rind mit
den proinflammatorischen Zytokinen IL-1B oder TNFa bzw. mit LPS zu einem Anstieg von
PGl, und PGE; fiihrt.

In verschiedenen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die erhéhte PGE,-
Synthese unter entziindlichen Bedingungen durch die Induktion bzw. Aktivierung von
PLA.s und damit erhdhte Verfligbarkeit von AA stammt. In Ratten-Mesangiumzellen flhrt
die Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen zu einer Induktion des sPLA.-IIA-
Gens und einer gesteigerten Produktion von PGE, (Schalkwijk et al., 1992; Pfeilschifter et
al., 1993; Walker et al, 1995). In Maus-Macrophagen scheint dagegen die sPLA,-V
verantwortlich fir die LPS-induzierte PGE-Produktion ber COX-2 zu sein. Auch scheint
die cPLA; eine Rolle bei der Eicosanoid-Produktion zu spielen, zumindest wird ihr eine
regulatorische Funktion bei der Expression der sPLA,-V zugeschrieben (Shinohara et al.,
1999).

Wie in dieser Arbeit aber gezeigt, werden in Maus-Mesangiumzellen die Prostaglandine
E, und I, unter entziindlichen Bedingungen kaum verstérkt produziert. Dies kénnte zu der
Beobachtung passen, dass die sPLA,s, welche in der vorliegenden Arbeit in Maus-
Mesangiumzellen nachgewiesen werden konnten, unter entzindlichen Bedingungen
keine erhdhte Expression aufwiesen. Die leichte Erhéhung der PG-Synthese kann auf die
leicht verstarkte cPLA,- und iPLA,-mRNA-Expression zurlickgefihrt werden (vgl. Abb.
4.11). Durch erhdhte Expression dieser Enzyme steigt der Betrag an freigesetzter AA an,
sodass mehr Prostaglandine produziert werden kdnnen.

Auffallig ist, dass die Menge an konstitutiv freigesetztem PGl, etwa 20mal héher ist als
PGE.. Sie gelten beide als starke Vasodilatatoren, im Gegensatz zu Thromboxan A, und
PGF,,, welche vasokonstriktorische Eigenschaften besitzen (Breyer und Breyer, 2001;
Nasjletti und Arthur, 1998; Boffa et al., 2004). PGE; spielt eine Rolle bei der Regulation
der Natrium-Resorption (Brater et al, 2001). PGl, erhéht den Kalium-Spiegel
hauptsachlich durch die Sekretion von Renin und die Aktivierung des Renin-Angiotensin-
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System, welches zu einer verstarkte Sekretion von Aldosteron fihrt. AuBerdem erhdht
PGl den renalen Blutfluss und die glomerulare Filtrationsrate (Harris, 2002). PGl, ist ein
sehr instabiles Produkt und besitzt eine Halbwertszeit von nur wenigen Minuten. Durch
diese stark erhdhte Synthese koénnte die kurze Wirkdauer kompensiert werden.
Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass PGl, durch verschiedene Mechanismen
préventive Effekte bei Nierenerkrankungen ausubt. Togawa et al. (1997) konnten zeigen,
dass das PGl>-Analogon Beraprost die Expression der MAPK-Phosphatase induziert und
die Proliferation von kultivierten Mesangiumzellen stoppt. AuBerdem zeigte PGl, einen
préaventiven Effekt bei einer experimentellen Glomerulonephritis, indem es die
intraglomerulére Koagulation inhibiert (Kushiro et al. 1998).

Fir die zuvor beschriebenen Prozesse spielen die Cyclooxygenasen eine wichtige Rolle.
Beschrieben wird die COX-1 als der konstitutiv exprimierte Typ, der damit vorwiegend
Prostaglandine zur Verfligung stellt, welche physiologische Aufgaben Ubernehmen. Die
COX-2 wird als induzierbare Form bezeichnet, da ihre Expression hauptsachlich durch
proinflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren induziert wird, was in Ratten-
Mesangiumzellen mit IL-1B gezeigt wurde (Martin et al., 1994; Rzymkiewicz et al., 1994).
Somit ist sie vor allem fiir die erhdhte Prostaglandin-Produktion in entziindetem Gewebe
verantwortlich (Crofford et al., 1997; Herschman et al., 1997). Aber auch die COX-2 kann
konstitutiv exprimiert werden und ist somit auch fiir physiologische Prozesse
verantwortlich, wie in der Ratten-Niere (Harris et al., 1994) oder der Maus-Niere gezeigt
werden konnte (Ferguson et al.,, 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass
beide COX-Enzyme konstitutiv auf Protein-Ebene in Maus-Mesangiumzellen exprimiert
werden (vgl. Abb. 4.15), im Gegensatz zu Ratten-Mesangiumzellen, die die COX-2 nicht
konstitutiv exprimieren (Tsai et al., 2004). Die leicht verstarkte Expression sowohl der
COX-1 als auch der COX-2 unter entziindlichen Bedingungen auf mRNA-Ebene spiegelt
sich auf Protein-Ebene nicht wieder. Auch dies passt zu dem Ergebnis, dass kaum eine
Erhéhung der PG-Synthese unter entziindlichen Bedingungen stattfindet, da keine
verstarkte Expression der COX-Proteine stattfindet. Durch vermehrte Untersuchungen auf
diesem Gebiet wachst die Annahme dass die COX-1 und COX-2 verschiedene Rollen in
der Regulation des AA-Stoffwechsels spielen (Smith et al., 1996). Scheinbar lauft die
frihe PG-Synthese, welche einige Minuten nach Stimulation eintritt, Gber die COX-1. Die
spate Synthese von Prostaglandinen, welche Uber mehrere Stunden dauern kann, lauft
Ober die COX-2, parallel mit der Induktion ihrer Expression (Murakami et al., 1994;
Bingham et al., 1996; Reddy und Herschman, 1997; Kuwata et al., 1998; Naraba et al.,
1998; Morham et al., 1995). In Maus-Mesangiumzellen wird sowohl die COX-1 als auch
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die COX-2 konstitutiv exprimiert, sodass anzunehmen ist, dass beide Isoformen zur
stetigen Produktion von Prostaglandinen beitragen. Ob die verschiedenen PLA.s an eine
bestimmte der beiden Isoformen gekoppelt, d.h. eine rdumliche Kolokalisation der beiden
Enzyme vorliegt, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.

Da sowohl sPLA,s als auch die cPLAa die Freisetzung von AA vermitteln und somit das
Substrat zur Eicosanoid-Biosynthese liefern (Leslie, 1997; Balsinde ef al., 2002), wurde in
dieser Arbeit untersucht, welche der PLA, an der Prostaglandin-Produktion in Maus-
Mesangiumzellen beteiligt sind. Wie die Ergebnisse in Abbildung 4.16 zeigen, kann die
konstitutive PGE, bzw. PGl,-Produktion durch die cPLA.-Inhibitoren PYR-1 bzw. AZ-1
deutlich gesenkt werden. Dies zeigt, wie erwartet, dass die cPLA.a einen GroBteil der AA
fur die PG-Produktion zur Verfiigung stellt. Doch trotz Hemmung der cPLA,, die bei den
gewahlten Konzentrationen der Inhibitoren vollstandig sein sollte, ist die PG-Produktion
nicht zum vélligen Stillstand gekommen. Dies zeigt, dass den Zellen noch andere Quellen
fir AA zur Verfigung stehen. Dieses kdénnte die iPLA, und /oder vor allem die sPLA,s
sein. Dass sPLA,s an der Eicosanoidbiosynthese beteiligt sind, wird damit gezeigt, dass
bei Hemmung der sPLA,s durch den nicht zellpermeablen Inhibitor Me-IDX die
Prostaglandin-Produktion zurlickgeht. In Maus-Mesangiumzellen kommen die sPLA,-IB,
-V und -X in Frage, welche auf Proteinebene mittels Western-Blot nachgewiesen werden
konnten (vgl. Abb. 4.12).

Zu klaren wére, ob die beiden Enzyme sPLA, und cPLA, unabhdngig voneinander
arbeiten oder sich bei der AA-Freisetzung gegenseitig beeinflussen. Von Han et al. (2003)
wurde ein bestehender ,cross talk* zwischen den sPLA.s und der cPLAza in der HO.-
induzierten AA-Freisetzung in murinen Mesangiumzellen diskutiert. Sie zeigten, dass die
H.Oq-induzierte Aktivierung der PKC und ERK1/2 zur Aktivitatssteigerung der cPLA.a
fuhrt, welche das hauptverantwortliche Enzym fur die AA-Freisetzung ist. Den in diesen
Zellen transfizierten sPLA,-IIA und sPLA,-V wurde in ihrem Modell eine regulatorische
Funktion zugeschrieben, indem sie ebenfalls lber die Aktivierung der PKC und ERK1/2

die Aktivitat der cPLA,a potenzieren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse darauf hindeuten, dass
sowohl sPLA,s als auch die cPLA, AA zur PG-Synthese beisteuern, welche in Maus-
Mesangiumzellen wahrscheinlich Uber beide Isoformen der COX erfolgt. Da diese
beteiligten Enzyme der PG-Synthese bereits konstitutiv exprimiert werden und auch unter

entziindlichen Bedingungen keine verstarkte Expression nachgewiesen werden konnte,
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lasst dies vermuten, dass die relativ groBe Mengen an Prostaglandinen benétigt werden,
um die physiologischen Funktionen in der Mausniere sicherzustellen.

Allerdings muss man immer in Betracht ziehen, dass diese in-vitro-Untersuchungen an
kultivierten Maus-Mesangiumzellen durchgefiihrt worden sind. Das Wachstum der Zellen
erfolgt in Medium, welches Serum mit vielen Wachstumsfaktoren enthalt und damit einen
pseudoentziindlichen Zustand darstellen kénnte. Dies kdnnte die Zellen in einen
permanent angeregten Zustand versetzen in welchem Enzyme wie die COXen eine
erhéhte Expression aufweisen und folgend groBe Mengen an Prostaglandinen
produzieren. Weiterfihrend missten in-vivo-Studien durchgefiihrt werden, um zu
bestatigen, dass Mesangiumzellen auch in einem physiologisch intakten Umfeld diese

Enzyme konstitutiv exprimieren.

5.6 Die Regulation der Entzindungsmediatoren NO und MIP-2
in Maus-Mesangiumzellen

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein Biomolekll, welches sowohl unter physiologischen
Bedingungen als auch bei der Entziindungsreaktion eine wichtige Rolle spielt. NO wird
durch die NO-Synthasen aus L-Arginin synthetisiert. In dieser Arbeit wurde nur die
induzierbare NO-Synthase (iNOS) in Maus-Mesangiumzellen untersucht, da die beiden
anderen Isoformen, die endotheliale NOS und die neuronale NOS hauptsachlich in
Endothelzellen bzw. neuronalen Zellen exprimiert wird, nicht aber in Mesangiumzellen
(Pfeilschifter et al., 2001). Das in niedrigen Konzentrationen konstitutiv gebildete NO in
der Niere hat schitzende Funktionen, wie die Senkung des glomeruléren Kapillardrucks
und Regulierung des renalen Blutflusses (Romero und Strick, 1993). Die unter
pathophysiologischen Bedingungen durch die iNOS gebildeten groBen Mengen NO
kénnen zu Zell- und Gewebeschadigung fiihren. Die iNOS kann in den meisten Zelltypen
durch zwei Mechanismen induziert werden: zum Einen durch proinflammatorische
Zytokine wie IL-1B, TNFo und IFNy und bakterielles LPS und zum Anderen aber auch
durch pathophysiologische Bedingungen wie Hypoxie und ROS (Pfeilschifter et al., 2001).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Maus-Mesangiumzellen die
Induktion der iNOS erst nach Stimulation mit einem Mix aus drei proinflammatorischen
Zytokinen- IL-1B, TNFa und IFNy erfolgte (vgl. Abb. 4.22). Durch die jeweilige Gabe von
IL-1B oder TNFa konnte keine Induktion erreicht werden; gibt man diese Zytokine in
Kombination, so konnte auf dem Western-Blot ein schwaches Signal des iNOS-Proteins

detektiert werden. Erst mit der zuséatzlichen Gabe von IFNy wurde eine sehr starke
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Induktion der iINOS-Expression erreicht. Dies zeigt eine maBgebliche Rolle des IFNy in
dieser Signalkaskade. Untersuchungen zeigen, dass der iNOS-Promoter der Maus eine
»Interferon-y-activated site" (GAS) enthalt, welche fiir die vollstindige Expression des
iNOS-Gen in Folge einer IFNy-Stimulation notwendig ist. Die Aktivierung erfolgt durch den
Transkriptionsfaktor STAT1a (Gao et al., 1997). Dennoch ist fir die Induktion des iINOS-
Gens die Kombination der drei Zytokine wichtig, da durch IFNy allein auch keine Induktion
stattfindet (Daten nicht gezeigt). Dies spricht dafiir, dass die Induktion gleichzeitig auch
Uber NF-xB Signalweg stattfindet, welcher durch IL-1p und TNFa aktiviert wird (Gosh und
Karin, 2002). Hier liegt ein klarer Unterschied zu Ratten-Mesangiumzellen vor, da bekannt
ist, dass in diesen die iINOS allein durch IL-1B oder TNFa induziert werden kann und
keine Kombination mit IFNy notwendig ist (Pfeilschifter et al., 1992).

Durch Western-Blot-Analysen und Messung der abgegebenen NO-Konzentrationen der
Zellen konnten wir zeigen, dass die Konzentrationen von 0,5 nM TNFa, 0,25 nM IL-18 und
5 ng/ml IFNy gegeben in Kombination ausreichten, um eine maximale Induktion der INOS
zu erreichen (vgl. Abb. 4.23). Auch schon mit sehr niedrigen Konzentrationen der Zytokine
(TNFa 0,25 nM, IL-1B 0,125 nM und IFNy 2,5 ng/ml) konnte eine signifikante NO-
Produktion gemessen werden. Dies zeigt, dass diese Mesangiumzellen schon bei
geringen Konzentrationen an proinflammatorischen Stimuli in der Lage sind, groBe
Mengen an NO zu produzieren, welche maBgeblich an der Aufrechterhaltung einer
Entzindungsreaktion beteiligt sind. Diese Zytokine kénnen von den Mesangiumzellen
selbst freigesetzt werden (Mené et al, 1989) und dann autokrin und parakrin wirken.
AuBerdem koénnen sie von wéhrend der Entziindungsreaktion einwandernden
Immunzellen stammen, die dann zur Induktion der iNOS fiihren kénnen. Wie gezeigt sind
Mesangiumzellen ein Hauptproduktionsort fiir NO. Allerdings stellen sie auch ein
Angriffsort fir NO da, welches an der Regulation verschiedener induzierbarer Gene, wie
Zytokine, Chemokine oder Wachstumsfaktoren beteiligt ist (Pfeilschifter et al., 2002).
Tetsuka et al. (1996) zeigten, dass in Ratten-Mesangiumzellen NO ein wichtiger Mediator
bei der Zytokin-induzierten Prostaglandinsynthese durch die COX-2 ist. Auch die
Tatsache, dass NO-Donoren die Zytokin-induzierte iNOS-Expression noch verstéarken
kann, wie in Ratten-Mesangiumzellen gezeigt werden konnte (MOhl und Pfeilschifter,
1995), bestatigt, dass NO eine sehr wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung einer
Entzindung in der Niere spielt.

Das CXC Chemokin MIP-2 ist ebenfalls ein wichtiger Entziindungsmediator. Chemokine
sind in ruhenden Zellen meist nicht exprimiert, doch kann die Hochregulation schnell
induziert werden, sodass die Chemokin-mRNA 1% der gesamten zellularen RNA

134



Diskussion

ausmachen kann. Diese Induktion erfolgt typischerweise durch proinflammatorische
Zytokine oder bakterielles LPS (Baggiolini et al., 1994). MIP-2 besitzt chemotaktische
Aktivitat flir Neutrophile (Tessier et al. 1997, 1998; Ohtsuka et al., 2001), welche bei
massiver Einwanderung zur Aufrechterhaltung einer Entzindung und als Folge zur
Schéadigung von Gewebe fihren kénnen (Matzer et al., 2004).

In dieser Arbeit wurde die Expression von MIP-2 als potentiellem Entziindungsmediator in
Maus-Mesangiumzellen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die MIP-2 mRNA-
Expression mit einem Mix aus den proinflammatorischen Zytokinen TNFa,, IL-1B und IFNy
sehr schnell induziert wird und schon nach 2h das Maximum erreichte (vgl. Abb. 4.26).
Dies konnte auch in einem Antikdrper-induzierten Glomerulonephritis-Modell bei Ratten
gezeigt werden, wo die mRNA fir MIP-2 schon 1h nach Induktion der Krankheit anstieg,
wogegen die mRNA des Chemokins MCP-1, welches chemotaktische Aktivitat fir
Monozyten aufweist, erst spater erscheint (Feng et al, 1995; Tam et al,, 1996). Auch
freigesetztes MIP-2-Protein konnte schon nach 2h in Kulturiiberstdnden von Zytokin-
behandelten Mesangiumzellen gemessen werden. Doch das Maximum wurde erst nach
24h erreicht, was bedeutet, dass Ober Stunden MIP-2 synthetisiert wird und nach
Sezernierung im Extrazellularraum akkumuliert. Man kénnte sich also vorstellen, dass auf
diese Weise Uber eine Zeitspanne von mind. 24h eine Rekrutierung von Neutrophilen in
die entzliindete Niere stattfindet. Auch fir MIP-2 wurde untersucht, ob es allein mit dem
Zytokin IL-1B induziert werden kann, wie es fiir Mesangiumzellen aus der Ratte bereits
nachgewiesen ist (Walpen et al., 2001). Doch auch mit hohen Konzentrationen von 2 nM
IL-1B findet keine Induktion statt. Erst zusammen in dem Mix aus TNFa., IL1B und IFNy
erfolgt die Expression von MIP-2 (vgl. Abb. 4.28). Hier zeigt sich eine Ahnlichkeit zur
iNOS-Induktion, wo ebenfalls das IFNy fir eine Induktion notwendig ist. Dies
unterscheidet die Maus-Mesangiumzellen deutlich von den Ratten-Mesangiumzellen, in

denen MIP-2 und die iNOS allein mit IL-1f induziert werden kénnen.

Durch diese Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Mesangiumzellen in der Maus
eine zentrale Rolle bei einer Entziindung spielen, da unter entzindlichen Bedingungen
verschiedene Entziindungsparameter wie Prostaglandine, NO und MIP-2 von ihnen
produziert werden. Diese Mediatoren nehmen einen groBen Einfluss auf die Initiierung
und Aufrechterhaltung einer Entziindungsreaktion. In wieweit die sPLA,s eine Rolle auf
die Induktion oder die Verstéarkung der Expression dieser Mediatoren Einfluss nehmen
wurde im Folgenden untersucht.
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5.7 Effekte von exogenen sekretorischen Phospholipasen A,
auf die Entzindungsmediatoren in Maus-Mesangiumzellen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die sPLA,-IB, sPLA,-V und
sPLA,-X von Maus-Mesangiumzellen sowohl konstitutiv als auch unter entziindlichen
Bedingungen exprimiert werden. lhre Bedeutung fir proinflammatorische Prozesse in
diesen Zellen konnte jedoch noch nicht geklart werden. Hierzu waren weitere Studien
mittels siRNA oder Untersuchungen in Mesangiumzellen aus den entsprechenden sPLA.-

knockout-Mausen notwendig.

Eine wichtige Rolle bei Entziindungsprozessen kénnte jedoch sPLAzs zukommen, die
von verschiedenen anderen Zelltypen sezerniert werden und z.B. (ber die Zirkulation
parakrine Effekte auslben kdnnen. Aber auch infilirierende Immunzellen wie
Makrophagen und Neutrophile kénnen nach dem Einwandern in entziindete Gewebe
sPLA.s in groBen Mengen freisetzen (Balboa et al., 1996; Morioka et al., 2000a; Traggiani
et al., 2005). Durch die Behandlung der Mesangiumzellen mit rekombinanten sPLA.s
wurde diese pathophysiologische Situation nachgeahmt und die Effekte auf die
Entstehung von Entziindungsmediatoren untersucht.

Die exogene Gabe der sPLA,-1B, sPLA,-1IA, sPLA,-V und sPLA,-X zeigten keine Effekte
auf die Genexpression der verschiedenen sPLA,-Subtypen (Daten nicht gezeigt). Dies
steht im Gegensatz zu Ratten-Mesangiumzellen, in denen gezeigt werden konnte, dass
die Gabe von verschiedenen exogenen sPLAys zu einer deutlichen Verstarkung der
TNFa-induzierten Expression der sPLA,-1IA fihrt (Beck et al., 2003).

Ein deutlicher Effekt durch die exogene Gabe von sPLA,s wurde bei der Prostaglandin-
Produktion gefunden (vgl. Abb. 4.17). Vor allem die sPLA,-V und sPLA,-X sind sehr
starke Induktoren sowohl der PGE,- als auch der PGl,-Synthese. Durch die sPLA,-IB
wurde keine Steigerung der basalen PG-Produktion erreicht. Da die sPLA,-IB aber weder
Uber den Heparansulfat-Shuttling-Weg noch direkt an der Plasmamembran AA freisetzen
kann, ist dieses Ergebnis nicht verwunderlich. Die sPLA,-IB kann jedoch durch die
Bindung an den MTR die AA-Freisetzung initiieren (Ancian et al., 1995; Lambeau und
Lazdunski, 1999). Da aber wie in dieser Arbeit gezeigt die Maus-Mesangiumzellen den
MTR nicht exprimieren, fehlt der sPLA.-IB ein Weg zur AA-Freisetzung der so zur
erhéhten PG-Produktion beitragen kann. Auch die sPLA,-IIA, welche hauptséachlich tber
den Heperansulfat-Shuttling-Weg AA freisetzt, zeigt keinen Effekt in diesen Zellen. Es
wurde bereits gezeigt, dass humane sPLA.-IIA keine Fettsauren freisetzen kann, wenn sie
exogen zu adhdrenten Zellen gegeben wird (Bezzine et al., 2000). Griinde dafiir sind,
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dass die Plasmamembran-Phospholipide unter physiologischen Bedingungen eng
gepackt sind, wodurch die meisten sPLA,s nicht in die Plasmamembran eintauchen
kénnen, um an der sn-2-Position Fettsduren abzuspalten. Zudem ist die duBere Schicht
der Plasmamembran unter physiologischen Bedingungen reich an PC, welches allerdings
kein bevorzugtes Substrat der sPLAx-IIA ist (Singer et al., 2002).

Eine starke Erhéhung der Prostaglandin-Produktion konnte mit der sPLAx>-V und sPLAx-X
erreicht werden. Beide haben eine relativ hohe Affinitdt zu Phosphatidylcholin in der
auBeren Plasmamembran und sind somit in der Lage AA direkt aus der Plasmamembran
abzuspalten (Murakami et al., 1999 und 2001a; Hanasaki et al., 1999). Beide Enzyme
werden von den Maus-Mesangiumzellen selbst sezerniert und kénnten so autokrin bzw.
parakrin zur erhéhten PG-Produktion beitragen. Die sPLA,-V und sPLA,-X sind aber auch
die vorherrschenden sPLA,-Enzyme, welche von Maus-Makrophagen exprimiert werden
(Balboa et al., 1996; Morioka et al, 2000a), sodass durch die Infiltration dieser
Immunzellen wahrend einer Entziindung ein hohes MaB dieser sPLA;s im Gewebe
vorliegt. FUr Milzzellen aus der Maus konnte bereits gezeigt werden, dass exogen
gegebene sPLA,-X die PGE,-Produktion induziert (Saiga et al., 2005).

Der zeitliche Verlauf der sPLA,-X-induzierten Prostaglandin-Synthese zeigte Unterschiede
zwischen dem PGE, und PGl,. Schon 30 min. nach Gabe der sPLA,-X fand ein
signifikanter Anstieg der PGE,-Produktion statt, wobei ca. die Halfte des Maximalwertes
erreicht wurde (vgl. Abb. 4.19a). Dieses Niveau hielt sich bis 8h nach Beginn der
Behandlung, und nach 24h konnte ein weiterer Anstieg detektiert werden. Die PGl,-
Synthese zeigt wahrend der ersten 8h nach Gabe der sPLA,-X keine Erhéhung. Erst nach
24h ist eine volle Wirkung der sPLA,-X zu erkennen. Hier scheint hauptsachlich der spate
Weg der PG-Synthese stattzufinden. Da, wie untersucht die COX-1 und die COX-2 unter
diesen Bedingungen nicht verédndert waren, stellen diese Enzyme keinen limitierenden
Faktor fiir die verzégerte PGl,-Synthese dar. Anzunehmen ist, dass weitere Enzyme der
Biosynthese wie die PGE,-Synthasen und Prostacyclin-Synthasen durch die Behandlung
mit der sPLA,-X reguliert werden. Dies soll Ziel zukiinftiger Untersuchungen sein.

Im Hinblick auf eine gezielte Pharmakotherapie von Entziindungsprozessen in der Niere
war es von Interesse herauszufinden, Uber welche der beiden COX-Isoformen zum Einen
die konstitutive, und zum Anderen die sPLA,-X-induzierte Prostaglandinbildung in den
Mesangiumzellen vermittelt wird. Dies wurde durch die Behandlung von Maus-
Mesangiumzellen mit den COX-Inhibitoren Indomethacin bzw. Rofecoxib untersucht.
Beide gehodren zu der Gruppe der ,NSAIDs" (,non-steroidal anti-inflammatory drugs®),
Indomethacin hemmt allerdings vorwiegend die COX-1 (Hart und Boardman, 1963; Kato
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et al,, 2001), wahrend mit Rofecoxib ein spezifischer COX-2-Inhibitor verwendet wurde
(Chan et al., 1999). Die Ergebnisse zeigen, dass Indomethacin eine starke Hemmung der
sPLA,-X-induzierten PGE,- und PGl,-Freisetzung verursacht. Bei hdheren
Konzentrationen kann der PG-Spiegel sogar unter den Kontrollwert gesenkt werden (vgl.
Abb. 4.20). Im Gegensatz dazu zeigt der spezifische COX-2-Hemmer Rofecoxib keinerlei
Einfluss auf die Prostaglandin-Freisetzung (vgl. Abb. 4.21). Diese Ergebnisse zeigen sehr
deutlich, dass sowohl die sPLA,-X-induzierte und zumindest partiell die konstitutive PG-
Produktion tber die COX-1 vermittelt werden und die COX-2 anscheinend keine Rolle
spielt. Dies zeigte auch Tegeder et al. (2000) in der Ratten-Niere, das namlich die
Freisetzung der Prostaglandine E, und I, durch die Behandlung mit einem spezifischen
COX-2-Inhibitor kaum beeinflusst waren.

Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, setzen Maus-Mesangiumzellen unter
entziindlichen Bedingungen Mediatoren wie NO und MIP-2 frei, welche eine groBe Rolle
bei der Aufrechterhaltung einer Entziindungsreaktion spielen. Fir sPLAzs konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden, dass sie regulatorische Effekte auf
Entziindungsmediatoren wie NO, Cytokine und Chemokine ausiiben kénnen (Park et al.,
2003; Jo et al., 2004; Granata et al., 2005; Beck et al., 2003a). Dies wurde nun auch in
Maus-Mesangiumzellen untersucht. Die Inkubation der exogenen sPLA,-IB, -IIA, -V und
-X zeigte keine Auswirkungen auf die NO- bzw. MIP-2-Fresietzung unter Kontroll- wie
auch unter entzliindlichen Bedingungen (vgl. Abb. 4.29). Dies ist anders als in Maus-
Macrophagen, in denen Park et al., (2003) zeigen konnten, dass die sPLA,-IIA durch die
Einbindung des MTRs und Aktivierung der PI3K/Akt-Wegs die iINOS-Expression und
damit die NO-Produktion induziert. In humanen Neutrophilen stimuliert die sPLA.-IB die
Expression des Zytokins IL-8. Da dies unabhangig von ihrer Aktivitat stattfindet, wird auch
hier ein Signalweg vermutet, in welchem der MTR mit einbezogen ist (Jo et al., 2004). In
humanen Lungen-Makrophagen konnte eine Produktion der Zytokine TNFo und IL-6
durch die sPLA.-IB und sPLA,-X induziert werden (Granata et al., 2005). Gezeigt wurde,
dass eine Aktivierung des ERK1/2-Signalweges notwendig ist, doch auch hier spielt die
Aktivitat der sPLA,s keine Rolle. Vermutet wird, dass auch hier der MTR eine Rolle spielt.
Auch in humanen Lungen-Endothelzellen konnte gezeigt werden, dass die sPLA,-IIA und
die sPLA,-IB die Produktion von IL-8 erhéhen. Die Signaltransduktion erfolgt Gber die
Aktivierung des MAPKinase ERK1/2-Weg (Beck et al, 2003a). Die an den MTR
gekoppelten intrazelluldren Signalwege sind noch nicht vollstdndig aufgeklart, doch
sprechen einige Studien dafiir, dass die Signaltransduktion Uber die Aktivierung der
MAPKinasen lauft (Hanasaki und Arita, 2002). Diese Studien deuten darauf hin, dass

138



Diskussion

abhangig vom Zelltyp und vom sPLA,-Subtyp die Induktion von Entziindungsmediatoren
durch sPLA,s weniger Uber ihre Aktivitat stattfindet, sondern Uber die Bindung an den
MTR und seine intrazellulare Signaltransduktion. Unterstltzt wird diese Vermutung durch
die Studien an MTR-knockout-Mausen, die zeigten, dass in Abwesenheit des Rezeptors
die Plasmaspiegel von TNFo und IL-1B in einem LPS-induziertem Schock signifikant
niedriger sind (Hanasaki et al., 1997). Durch das Fehlen des MTRs in den in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Maus-Mesangiumzellen konnten die sPLA,s keine
Signalwege Uber den MTR aktivieren und somit keinen Einfluss auf die Expression von
NO und MIP-2 nehmen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde also gezeigt, dass in Maus-Mesangiumzellen exogene
sPLA.s keinen Einfluss auf die Gen-Regulation der Entziindungsmediatoren NO und MIP-
2 haben. Im néachsten Schritt wurde Uberprift, in wieweit diese Mediatoren sich
gegenseitig in ihrer Expression beeinflussen bzw. ihre eigene Expression induzieren, um
einen Ansatzpunkt zu finden, an dem das Fortschreiten der Entzindungsreaktion

unterbrochen werden kann.

5.8 Regulation von Entziindungsmediatoren durch
Stickstoffmonoxid (NO)

Als erstes wurde der Einfluss von endogenen NO auf die MIP-2 Freisetzung untersucht.
Mit dem spezifischen NOS-Inhibitor L-NMMA (Rees et al, 1989) wurde in einer
Konzentration von 1 mM die Zytokin-induzierte NO-Bildung in Maus-Mesangiumzellen
nahezu zum Stillstand gebracht (vgl. Abb. 4.30). Doch zeigte die Hemmung der NO-
Synthese keinerlei Effekt auf die Zytokin-induzierte MIP-2-Ausschittung (vgl. Abb. 4.31).
Auch die Gabe von exogenem NO durch den NO-Donor DETA-NONOat in
Konzentrationen bis zu 250 uM zeigte keine Verénderung in der MIP-2-Konzentration in
den Zellkulturiberstéanden. Diese Ergebnisse zeigen, dass in den Maus-Mesangiumzellen
NO keinen Einfluss auf die MIP-2-Expression hat und somit sich dieses Chemokin nicht
als NO-reguliertes Gen darstellt. Auch hier liegt ein groBer Unterschied zu Ratten-
Mesangiumzellen vor. In diesen wurde MIP-2 als NO-Reguliertes Gen identifiziert, da
endogenes NO die Zytokin-induzierte Expression von MIP-2 verstarkt (Walpen et al.,
2001). Es wurden bislang viele Gene identifiziert, welche durch NO reguliert werden, wie
u.a. die sPLA,-1IA (Rupprecht et al., 1999), die COX-2 (Diaz- Cazola et al., 1999; Tetsuka
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et al.,, 1996), Interleukin-8 (Allen und Tresini, 2000; Brown et al, 1993) oder
TNFo (Eigenthaler et al., 1999; VanDervort et al., 1994).

Eines der ersten Gene allerdings, welches als Zielgen flr eine transkriptionelle
Regulierung durch NO identifiziert wurde war die iNOS selbst. Man vermutete, dass in
Ratten-Mesangiumzellen NO (ber einen positiven ,feedback loop“ seine eigene
Biosynthese positiv beeinflusst (Mihl und Pfeilschifter, 1995). Allerdings konnte dies nicht
fir die Maus-Mesangiumzellen bestatigt werden. Nach der Gabe des NO-Donors war
keine Verstarkung der iNOS-Expression detektierbar (Daten nicht gezeigt).

Zwar werden NO und MIP-2 in Maus-Mesangiumzellen durch dieselben Induktoren,
namlich dem Mix aus TNFa, IL-1B und IFNy induziert, doch findet keine gegenseitige
Beeinflussung statt, sodass anzunehmen ist, dass die Signaltransduktionswege
unabhangig voneinander ablaufen.
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6 Zusammenfassung

Die sekretorischen Phospholipasen A, (sPLA,) gehdren zur Superfamilie der
Phospholipasen A,, und die meisten von ihnen sind in der Lage, die Hydrolyse der
Esterbindung an der sn-2-Position von Phospholipiden zu katalysieren, wodurch freie
Fettsduren und Lysophospholipide entstehen. In Saugern wurden bislang 10
verschiedene sPLA, Enzyme identifiziert, und einige von ihnen sind in der Lage, speziell
Arachidonsaure freizusetzen. Diese Fettsdure dient als Vorlaufermoleklil von
Eicosanoiden, welche sowohl physiologische als auch pathophysiologische Prozesse im
Organismus steuern. Insbesondere war vor allem die sPLA.-IIA beziglich ihrer
proinflammatorischen Eigenschaften in Krankheiten wie rheumatider Athritis oder der
Glomerulonephritis gut untersucht.

Ebenfalls bekannt war, dass die im Pankreassaft vorkommende sPLA.-IB eine Rolle bei
Entzindungsprozessen in der Niere spielt. Ihre Effekte auf Sdugerzellen flhren jedoch
kaum zu einer direkten Fettsaurefreisetzung, sondern sie scheint vorwiegend Uber den
spezifischen sPLA, M-Typ-Rezeptor (MTR) ihre Wirkungen auf intrazellulare Signalwege
zu entfalten. In glomeruldren Mesangiumzellen der Ratte wurde gezeigt, dass die sPLA.-
IB Uber Bindung an den MTR die Induktion von proinflammatorischen Genen wie der
SPLA.-IIA vermittelt. Deshalb wurden in dieser Arbeit weiterfihrende Studien zur
Aufklarung der Lokalisation und der Signaltransduktion der sPLA,s sowie die Bedeutung
des MTR bei in- vivo- und in vitro-Modellsystemen fur entzindliche Nierenerkrankungen
durchgefihrt.

In-vivo-Studien in der Ratten-Niere zeigten, dass nach Induktion einer Anti-Thy1.1-
Glomerulonephritis die Expression der sPLA,-IB, ebenso wie die des M-Typ-Rezeptors in
den Glomeruli deutlich erhéht ist. In Mesangiumzellen konnte die sPLA,-IB nicht
nachgewiesen werden, dafiir aber in Monozyten und Granulozyten, die als Immunzellen
im frihen Stadium einer Glomerulonephritis in die Niere einwandern.

In in vitro-Studien in glomeruldren Endothelzellen konnte auBerdem nachgewiesen
werden, dass eine katalytisch inaktive Mutante der sPLA,-IB ihre eigene Expression
steigern konnte, und es wurde geschlossen, dass dieser Effekt MTR-vermittelt ist.

Hohe Spiegel der sPLA,-IB, welche eine hohe Affinitat fir den MTR besitzt, kénnten also
wahrend einer Glomerulonephritis Signalwege, wie die Freisetzung von Arachidonsaure,
Induzierung der sPLA,-IIA-Expression und Prostaglandin-Bildung, Uber den MTR
vermitteln und somit zur Progression einer Nierenentzliindung beitragen.

Daher war es von Interesse, mehr Uber die Funktion des MTRs bei entzindlichen
Prozessen in der Niere bzw. glomerularen Zellen zu erfahren. Dies sollte im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit anhand von MTR-knockout-Mausen untersucht werden. Als
Zellmodell fur in-vitro-Studien wurden glomerulare Mesangiumzellen, isoliert aus MTR-
knockout-Mausen (C57BL/6) bzw. (C57BL/6) Wildtyp-Mausen, verwendet, um potentielle
Unterschiede in der MTR-vermittelten Signaltransduktion herauszuarbeiten. Da aber nach
Western-Blot-Analysen und sensitiven Bindungsstudien mit selektiven Liganden kein
MTR-Protein in den Wildtyp-Mesangiumzellen detektiert werden konnte, wurden keine
weiteren Vergleichsstudien beziiglich des MTRs durchgefihrt.

In den folgenden Untersuchungen wurden daher ausschlieBlich Mesangiumzellen der
Wildtyp-Mause als Zellsystem verwendet. Um die Bedeutung der sPLA.s insbesondere in
zukunftig etablierten murinen Nierenentziindungsmodellen verstehen zu kénnen, war das
primdre Ziel, das Expressionsmuster der sPLAy;s in Maus-Mesangiumzellen zu
untersuchen.

Mittels semiquantitativer PCR konnte ermittelt werden, dass die sPLA,-IB, -lIE, -lll, -V,
-X und -XIIA konstitutiv auf mRNA-Ebene exprimiert werden, wobei die sPLA.-XIIA in
wesentlich héheren Mengen vorhanden ist im Vergleich zu den anderen sPLA,s. Unter
entziindlichen Bedingungen, welche in Zellkulturexperimenten durch die Gabe eines
Zytokin-Mixes bestehend aus TNFa, IL-1B und IFNy erzeugt wurden, konnte nur bei der
sPLA.-IIE ein schwacher Anstieg in der Expression verzeichnet werden. Im Gegensatz
dazu waren die sPLA,-V und sPLA.-IlIl schwéacher exprimiert als bei Kontrollbedingungen,
was darauf hin deutet, dass eine proinflammatorische Rolle fir diese Enzyme eher
unwahrscheinlich ist. Auf Proteinebene, eingeschrankt durch die Verflgbarkeit der
spezifischen Antikérper, wurden nur die sPLA,-IB, -V und -X in Zellkulturiberstanden
nachgewiesen. Durch den Einsatz von spezifischen cPLA,- und sPLA-Inhibitoren
bekamen wir erste Hinweise darauf, dass die zytosolische PLA, (cPLA;) an der
Regulation der Expression der sPLA,s beteiligt ist. Dies muss jedoch in zukinftigen
Untersuchungen noch genauer hinterfragt werden.

Untersucht wurde des Weiteren, ob die sPLA,s selbst als ,second messenger” fungieren
indem sie die Bildung von weiteren Entzlindungsmediatoren stimulieren. Die exogene
Stimulation mit der sPLA,-V und -X flihrte zu einer Induktion der Prostaglandine E, und I,
(Prostacyclin), welche wichtige physiologische Funktionen in der Niere auslben, aber
auch in der Entziindungsreaktion mitwirken kénnen. Einen wichtigen Schritt in der
Metabolisierung von AA zu Prostaglandinen Gbernehmen die Cyclooxygenasen (COX),
welche als beide Isoformen (COX-1 und COX-2) konstitutiv in Maus-Mesangiumzellen
exprimiert werden. Durch den Einsatz spezifischer COX-1 bzw. COX-2-Inhibitoren wurde
deutlich, dass die sPLA.X-induzierte Prostaglandin-Synthese COX-1-abhangig ablauft,
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wéhrend die COX-2 in Maus-Mesangiumzellen anscheinend keine Rolle fir die sPLA,-
vermittelte Prostaglandinsynthese spielt.

Andere wichtige und typische Zytokin-induzierte Entziindungsmediatoren, die von
Mesangiumzellen produziert werden, wie z.B. NO und MIP-2, wurden durch die
Behandlung mit exogenen sPLA,s nicht beeinflusst. Ein interessanter Nebeneffekt dieser
Studien war die Erkenntnis, dass in den Maus-Mesangiumzellen das NO keinen
regulatorischen Effekt auf die Zytokin-induzierte MIP-2-Genexpression hatte, im
Unterschied Zu Ratten-Mesangiumzellen. Dies zeigt erneut, dass
Signaltransduktionsmechanismen  bei  Entziindungsprozessen  Spezies-spezifisch

betrachtet werden missen.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass verschiedene sPLA,-Enzyme in Maus-
Mesangiumzellen exprimiert werden und diese an der konstitutiven Biosynthese von
Prostaglandinen beteiligt sind. Der spezifische M-Typ-Rezeptor wird in diesen Zellen im
Gegensatz zu den Ratten-Mesangiumzellen weder unter physiologischen noch unter
proinflammatorischen Bedingungen exprimiert und spielt daher vermutlich keine Rolle bei
der Signaltransduktion der sPLA.s. Da in absehbarer Zeit keine spezifischen sPLA.-
Inhibitoren zur Verfligung stehen werden, sind in-vivo-Studien in sPLA>-knockout M&usen
ein interessanter Ansatz, um die Rolle der sPLA;s bei der Progression einer

Glomerulonephritis zu verstehen.
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