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Meinen Eltern



Referat

Bisherige Studien am Tiermodell der Ratte zeigten eine durch den unselektiven
COX (Cyclooxygenase)-hemmer Indomethacin (Dosierung 1mg/kg Koérpergewicht)
induzierte Verbesserung der Expression und Funktionalitat der renalen organischen
Anionentransporter Oat1 und Oat3 nach Minderperfusion der Niere. Zudem
verbesserte sich das renale Outcome durch Indomethacin nach Ischdmie- und
Reperfusionsschaden deutlich. Nach Nachweis positiver Effekte von COX-1- und
COX-2-Hemmern in der Zellkultur untersuchten wir den Effekt von SC560 (COX-1-
Hemmer) und SC58126 (COX-2-Hemmer) auf die Expression von Oat1/3 und auf
Parameter der Nierenfunktion nach ischdmischen akutem Nierenversagen (iAKV) im

Versuchstiermodell der Ratte.

Das iAKI wurde durch bilaterales temporares Abklemmen der Nierenarterien
induziert. Die selektiven COX-Hemmer SC560 respektive SC58125 (Dosierung
jeweils 1mg/kg Koérpergewicht) wurden kurz vor Beginn der Reperfusionsphase
appliziert. Scheinoperierte Versuchstiere dienten als Vergleichskontrolle. Die
Expression von Oat1/3 wurde mittels qPCR und Western Blot ermittelt. Des
Weiteren wurden die GFR (glomerulare Filtrationsrate), PAH (para-
Aaminohippursaure)-Clearance und das PAH-Extraktionsverhaltnis bestimmt und
der renale Plasmafluss berechnet. Alle Parameter wurden 24 Stunden nach Beginn

der Ischamie detektiert.

Die Applikation des COX-1-Inhibitors SC560 bewirkte in der Gruppe der
Ischamietiere eine Restitutio der Expression von Oat1/3 und der Perfusion der
Niere. Darliber hinaus verbesserte sich das renale Outcome, gemessen anhand der
GFR, erheblich. Die Verwendung des COX-2-Inhibitors SC58125 konnte diese
Resultate nicht erzielen. Zusammenfassend deutet diese Arbeit darauf hin, dass die
postischamische Anwendung des selektiven COX-1-Hemmers SC560 die durch
Minderperfusion induzierte Herunterregulation von Oat1/3 wahrend der Reperfusion

verhindert und einen protektiven Effekt auf die Nierenfunktion hat.

Braun, Ariane: Die Wirkung selektiver Cyclooxygenase-1- und Cyclooxygenase-2-
Inhibition auf die Expression renaler Transporter fiir organische Anionen und das
renale Outcome nach Ischamie und Reperfusion im Rattenmodell, Halle (Saale),
Univ., Med. Fak.; Diss., 78 Seiten, 2019
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1 Einleitung

1.1 Die akute Nierenschadigung

1.1.1 Definition

Das akute Nierenversagen (ANV), auch bezeichnet als akute Niereninsuffizienz, ist
definiert als ein akut (innerhalb von 48 Stunden) eintretender, jedoch prinzipiell
reversibler Funktionsverlust der Niere mit Abnahme der glomerularen Filtrationsrate
(GFR). Die Folgen sind eine Kumulation harnpflichtiger Substanzen und eine
Entgleisung des Elektrolyt- (Hyperkaliamie), Flissigkeits- (Hypervolamie) und

Saure-Basen-Haushalts (metabolische Azidose) mit der Gefahr einer Uramie.

Lange Zeit gab es keine standardisierten Kriterien flr die Definition und
Stadieneinteilung eines ANV. Es existierten bis zu 35 verschiedene Einteilungen in
der Literatur (Kellum et al., 2002) mit entsprechend hoher Schwankungsbreite bei
der Angabe von Pravalenz mit 1% bis 25% und Mortalitat mit 15% bis Uber 60%
(Brivet et al., 1996; Uchino et al.,, 2005), was eine Vergleichbarkeit klinischer
Studienergebnisse und Therapieerfolge unmdglich machte.

Zur Schaffung einer einheitlichen Definition wurden 2004 die RIFLE-Kriterien
eingefuhrt (Bellomo et al., 2004). RIFLE steht dabei als Akronym fir die finf
unterschiedlichen Stadien des Nierenversagens mit zunehmenden Schweregrad:
Risk, Injury, Failure, Loss und End-Stage Kidney Disease und basiert auf einer
Einteilung unter Zuhilfenahme der Parameter Serumkreatinin, Diurese und Dauer
des Funktionsverlustes der Niere. Eine Modifizierung und Vereinfachung erfolgte
2007 durch das Acute Kidney Injury Network in die AKIN-Kriterien (Mehta et al.,
2007). Dabei liegt ein ANV vor, wenn innerhalb von 48 Stunden ein absoluter
Anstieg des Serumkreatinins von 0,3 mg/dl, ein prozentualer Kreatininanstieg um
das 1,5-fache des Ausgangswertes oder eine Abnahme der Diurese um < 0,5 ml/kg
Korpergewicht/h Gber mehr als 6 Stunden vorliegt. Die beiden letzten Stadien der
RIFLE-Einteilung finden in der AKIN-Klassifizierung keine Bertcksichtigung mehr,

da sie als Spatfolgen/Outcome und nicht als akutes Stadium gewertet werden.



Zwischenzeitlich erfolgte eine erneute Uberarbeitung der Nomenklatur durch den
internationalen Verband KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) mit
Zusammenflihrung der AKIN- und RIFLE-Kriterien zu einer einheitlichen Definition
(KDIGO AKI Working Group, 2012). Grundlage fir die Einteilung in drei Stadien
bilden der Serumkreatininspiegel und die innerhalb eines definierten Zeitintervalls

ausgeschiedene Urinmenge (Tab. 1).

Tab. 1: Stadieneinteilung der akuten Nierenschadigung nach KDIGO.

AKI- Serumkreatinin Diurese
Stadium
1 1,5- bis 1,9-facher Anstieg < 7 Tage <0,5ml/kg/h>6h
oder Anstieg = 0,3mg/dl innerhalb von
48 h
2 2,0- bis 2,9-facher Kreatininanstieg <0,5ml/kg/h>12 h
3 > 3-facher Kreatininanstieg oder < 0,3 ml/kg/h > 24 h oder
Serum-Kreatinin = 4 mg/dl mit einem Anurie 212 h
akuten Anstieg = 0,5 mg/d|

Der Begriff ,akutes Nierenversagen® ist dabei immer mehr in den Hintergrund
geruckt und wurde durch den Terminus “akute Nierenschadigung® (AKI) ersetzt
(KDIGO AKI Working Group 2012), da dieser nicht nur den Zustand des akuten
Versagens der Nierenfunktion mit Dialysepflichtigkeit erfasst, sondern auch
Nierenschadigungen einschlief3t, die noch nicht mit einem akuten Funktionsausfall
der Niere einhergehen, aber bereits ein signifikant erhdhtes Letalitatsrisiko
aufweisen (Haase et al., 2011). Es handelt sich daher um ein dynamisches

Krankheitsbild mit einem breiten klinischen Spektrum.

1.1.2 Epidemiologie und klinischer Stellenwert

Die akute Nierenschadigung ist ein haufiges und ernstzunehmendes klinisches
Krankheitsbild. Bei 8% (zu Beginn normale Nierenfunktion) bis 18% (zu Beginn

bereits eingeschrankte Nierenfunktion) aller hospitalisierten Patienten liegt eine



akute Nierenschadigung vor (Shawney et al., 2017). Intensivmedizinisch betreute
Patienten weisen gemal den Definitionskriterien sogar eine Inzidenz von 26,7% bis
zu 65,8% auf (Odutayo et al.,, 2012; Piccinni et al., 2011). Bereits eine geringe
Erhéhung der Kreatininkonzentration geht mit einer deutlich erhéhten Mortalitat
einher (Lassnigg et al.,, 2008; Chertow et al, 2005). Zwar zeigen mehrere
verdffentlichte Studien eine Erholungsrate (keine Dialysenotwendigkeit zum
Entlassungszeitpunkt bzw. 30 bis 90 Tage nach Beginn des ANV) von 70% bis zu
90% (Bagshaw et al., 2009), jedoch Versterben etwa 50% der Intensivpatienten mit
einem ANV und 10% der Uberlebenden bleiben priméar dialysepflichtig (Kindgen-
Milles und Pannen, 2013).

Die ischamisch bedingte akute Nierenschadigung ist eine haufige Komplikation bei
Organtransplantationen und umfangreichen operativen Eingriffen (Mahon und
Shorten, 2006). Dabei ist Minderperfusion der Nieren in bis zu 50% der Falle als
Ursache fir ein akutes Nierenversagen anzusehen (Star, 1998).

Die Inzidenz einer postoperativen Schadigung reicht von 18% bis 47% (Cramichael
et al., 2003; Uchino et al., 2005). Vor allem herzchirurgische Patienten, die sich
einer kardiopulmonalen Bypassoperation unterziehen, sind besonders haufig von
einer akuten Nierenschadigung betroffen, da perioperativ multiple renale Stressoren

kumulieren (Meersch et al., 2017).

Die akute Nierenschadigung stellt somit ein ernst zunehmendes Problem im
klinischen Alltag dar. Trotz Erarbeitung einheitlicher Konsensuskriterien wird es in
der klinischen Routine oft unterschatzt und aufgrund der limitierten verfiigbaren
diagnostischen Marker nicht friihzeitig genug erkannt. So kénnen bereits minimale
kurzfristige Anstiege des Serumkreatinins kurz- und langsfristige Komplikationen
wie Infektionen, chronisches Nierenversagen und kardiovaskulare Erkrankungen zur
Folge haben (Thakar, 2003; Go et al., 2004; Basile et al., 2016).

1.1.3 Atiologie

Klinisch werden die mdglichen Ursachen einer akuten Nierenschadigung je nach
Schadigungsort in drei Kategorien eingeteilt: prarenal, renal (intrinsisch und

tubuloobstruktiv) und postrenal. Als gemeinsamer Endpunkt resultiert haufig ein



Ungleichgewicht zwischen Angebot und Nachfrage an oxygeniertem Blut und
Nahrstoffen durch eine eingeschrankte Mikrozirkulation einerseits und erhéhtem
Energiebedarf durch zellularen Stress andererseits (Togel und Westenfelder, 2014).
Bei langerem Bestehen geht eine pra- oder postrenale Nierenschadigung in ein

renales ANV (lber.

Das prarenale Nierenversagen ist gekennzeichnet durch eine intakte Funktion der
renalen Glomeruli und Tubuli. Hauptursache flir den Funktionsabfall/-ausfall der
Niere mit Abnahme der GFR ist eine Minderperfusion durch Abnahme des mittleren
arteriellen Blutdrucks. Die Nieren erhalten bis zu 25% des Herzzeitvolumens — somit
hat jegliche Stérung des zirkulierenden Blutvolumens durch Hypovolamie,
eingeschrankte kardiale Funktion, Vasodilatation (Sepsis, Zirrhose) oder erhohte
Gefallwiderstande (Anasthetika, hepatorenales Syndrom) auf Dauer negative
Auswirkungen auf die renale Durchblutung.

Postrenale Schadigungen der Nieren ereignen sich durch Verlegung der
harnableitenden Strukturen, von den Nierentubuli bis zur Harnréhre. Die Ursachen
sind dabei Vvielfaltig: erworbene Abflusshindernisse (Lithiasis, maligne
Raumforderungen), angeborene Fehlbildungen, Medikamente (Anticholinergika)
oder okkludierte Harnblasenkatheter. Durch den erhdhten intratubuldren Druck
kommt es dabei zu einem Abfall der GFR (Basile et al., 2012).

Das intrinsische Nierenversagen ist auf vielfaltige Ursachen zurickzufihren. Durch
eine akute Schadigung der Tubulusepithelzellen ischamischer (Hypvolamie,
Thrombose mit Abfall Perfusionsdruck) oder toxischer Genese
(Réntgenkontrastmittel, Chemotherapeutika) kann es zur akuten Tubulusnekrose
kommen. Auch tubulointerstitielle Erkrankungen (NSAR induzierte Nepbhritis),
Rhabdomyolyse  und  glomeruldre  Erkrankungen (Glomerulonephritiden,
Autoimmunerkrankungen) kénnen Verursacher einer intrarenalen Nierenschadigung

sein.

1.1.4 Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der akuten Nierenschadigung ist von komplexer und

multifaktorieller Genese. Kommt es zu einer Minderperfusion, so initiiert die



Aktivierung von Barorezeptoren eine Kaskade neuronaler und hormoneller
Mechanismen (Sharfuddin, 2011). Die Aktivierung des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems bewirkt eine erhdhte Freisetzung des Vaskonstriktors
Angiotensin Il und fihrt somit zu einem erhdhten GefalRwiderstand in der efferenten
Arteriole der Niere (Blantz, 1987). Durch Anpassung des hydrostatischen Drucks
innerhalb der Glomeruli kann somit die Nierenfunktion mit konstanter GFR
aufrechterhalten werden. Diese autoregulatorischen Prozesse weisen jedoch einen
schmalen Toleranzbereich auf. Unterhalb eines mittleren arteriellen Blutdrucks von
75-80mmHg kommt es zu einem plétzlichen Abfall der GFR und des renalen
Blutflusses (Maddox et al., 2000). Eine Organprotektion durch niereneigene
Kompensationsmechanismen funktioniert daher nur begrenzt, da ein Mangel mit
Sauerstoff und Nahrstoffen schnell zu Zellschdden und damit zur Organdysfunktion
fuhrt (Makis und Spanou, 2016).

Besonders vulnerabel ist das Nierenparenchym fir Schadigungsprozesse, die auf
eine  eingeschrankte  Perfusion (Ischéamie) zurtckzufihren sind und
Vasokonstriktion, Endothelschdden sowie eine Induktion inflammatorischer
Prozesse zur Folge haben (Bonventre, 2007). Intakte Endothelzellen beeinflussen
entscheidend den Gefaltonus, die Reagibilitat glatter Muskelfasern und die
Aktivierung von Leukozyten (Conger, 1997). Nimmt die effektive Durchblutung des
Nierengewebes ab, so sind die Endothelzellen nicht langer in der Lage, eine
ausreichende intrazellulare ATP-Konzentration fur die Aufrechterhaltung zellularer

Homobostaseprozesse bereitzustellen (Sharfuddin und Molitoris, 2011).

Die beschadigten Endothelzellen bewirken eine Vasokonstriktion der kleinen
Arteriolen durch Freisetzung von Endothelin-1, Angiotensin Il, Thromboxan A,,
Leukotrienen und Adenosin (Brooks, 1997; Kurata et al., 2005). Additiv wird die
Vasokonstriktion durch eine verminderte Produktion vasodilatativer Substanzen
(NO, Bradykinin) und eine gesteigerte Aktivierung von Leukozyten mit Adhasion an
die Endothelzellen und konsekutiver Freisetzung von Zytokinen verstarkt
(Bonventre, 2004; Kwon et al., 2009;). Es resultiert eine ineffektive glomerulare
Filtration mit Abfall der GFR (Alejandro et al., 1995).



Generell kdnnen alle Abschnitte der Funktionseinheit Nephron von den negativen
Auswirkungen einer Ischamie betroffen sein. Das letzte Segment des proximalen
Tubulus (S3-Segment) und der dicke, aufsteigende Teil der Henle-Schleife sind im
Bereich des auleren Nierenmarks lokalisiert und besonders durch ischamische
Ereignisse gefahrdet, da bereits unter physiologischen Umstidnden eine
grenzwertige Oxygenierung vorliegt und es postischamisch einer langen
Erholungsphase bei nur langsam einsetzender Reperfusion bedarf (Brezis, 1995;
Lieberthal und Nigam, 1998).

Besonders exponiert sind die Epithelzellen des proximalen Tubulus. Zum einen
haben diese Zellen einen hohen metabolischen Umsatz zur Aufrechterhaltung des
Transports von lonen, zum anderen sind sie nur eingeschrankt zur anaeroben
Glykolyse fahig (Sharfuddin, 2011).

Nach Abfall der ATP-Konzentration kommt es zu morphologischen
Umbauprozessen mit Verlust des apikalen Birstensaums, Freisetzung von
Zelldetritus und Verlust intratubularer Flissigkeit in das Interstitium (Abb. 1). Ein
intaktes Zytoskelett ist an der Regulation wichtiger zellularer Prozesse beteiligt:
Signaltransduktion, Endozytose, Zellpolaritat, Bewegung von Zellorganellen und
Stabilisierung der Zellmatrix (Molitoris, 2004). Die Auflésung zytoskelettaler
Strukturen fihrt zur Umverteilung ganzer Membranproteine, wie der Na'-K'-
ATPase) nach apikal (Molitoris, 1997) und zur Auflésung intakter Zellverbande
durch Zerstoérung der Adhasionsmolekiile und Tight-Junction-Proteine (Bonventre,
1996). Es kommt zu einer AbstoBung von Zelltrimmern und vitaler Zellen in das
Tubuluslumen mit Okklusion der harnableitenden Tubuli, wodurch die bereits
eingeschrankte Nierenfunktion zusatzlich aggraviert wird (Liu und Brakeman, 2008).
Die Umverteilung der Na*-K'-ATPase fiihrt auBerdem zu einem bidirektionalen
Transport von Natrium und Wasser sowohl (ber die apikale als auch die basale
Zellmembran mit einer erhéhten Natriumkonzentration im Tubuluslumen, wodurch
das Transmembranpotential und das transepitheliale Potetial zusammenbrechen.
Der erhdhte Natriumgehalt bewirkt Gber die Makula densa eine Konstriktion der
afferenten Arteriole und fuhrt Uber eine Aktivierung der tubuloglomerularen
Rickkopplung zu einem Abfall der GFR (Schnermann und Homer, 2003; Blantz et
al., 2007).
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Abb. 1: Ischamie-induzierte Auswirkungen auf intra- und interzellulare Strukturen

der Tubulusepithelzellen der Niere.

Durch eine verstarkte Expression von Adhasionsmolekilen auf der Zelloberflache
und Freisetzung chemotaktischer Substanzen geschadigter Endothelzellen des
proximalen Tubulus kommt es zur Aktivierung und Infiltration von Leukozyten
(Ysebaert et al., 2000). Unabhangig des Leukozyten-Subtyps flihrt die Induktion
einer immunmodularischen Antwort Uber die Freisetzung von Chemokinen,
Proteasen und reaktiver Sauerstoffspezies zu einer weiteren Schadigung der
Endothel- und Organfunktion (Kelly und Molitoris, 2000).

Andererseits besitzen die renalen Tubulusepithelzellen ein erstaunliches
Regenerationspotential. Postischamisch intakte Epithelzellen kénnen sich
dedifferenzieren, proliferieren und auch in denudierte Membranabschnitte des
Tubulus migrieren (Sharfuddin, 2011). Nach Erreichen einer ausreichenden ATP-
Konzentration werden zytoskelettale Strukuturen und Zellpolaritat wiederhergestelit
und Membranproteine, wie die Na'-K’-ATPase, an die basolaterale Membran
zuriickversetzt (Spiegel et al., 1989).

Auch eine Beteiligung mesenchymaler und renaler Stammzellen riickt zunehmend
in den Fokus. So konnten CD133-Progenitorzellen mit Potential zur Regeneration in
der menschlichen Niere nachgewiesen werden (Gupta et al., 2006).

Tierexperimentell konnten Stammzellen des Knochenmarks nach Ischamie-



/Reperfusions-Ereignis in der geschadigten Niere, nicht jedoch in der gesunden

kontralateralen Niere dargestellt werden (Cantley, 2005).
Inwieweit diese Reparaturprozesse zu einer erfolgreichen Resitutio der

Nierenfunktion beitragen, hangt maRgeblich von der Dauer und dem Ausmal} des

nierenschadigenden Ereignisses ab.

1.1.5 Pravention und Risikostratifizierung

Risikofaktoren flir die Enstehung einer akuten Nierenschadigung liegen sowohl pra-
als auch intraoperativ vor. Vor allem komorbide Patienten mit chronischer
Nierenschadigung, Diabetes mellitus, chronisch obstruktiver Lungenerkrankung und
kardiovaskularen Begleiterkrankungen sind stark gefahrdet (Biteker et al., 2014; Kim
et al, 2014). Der Schweregrad der bereits praoperativ bestehenden
Nierenschadigung ist dabei ausschlaggebend.

Intraoperativ stellt der kardiopulmonale Bypass vergesellschaftet mit SIRS (systemic
inflammatory response syndrome), Koagulopathie und Emboliegefahr ein besonders
hohes Riskio dar. In einer Metaanalyse konnte die Entwicklung einer akuten
Nierenschadigung durch die Verwendung von off-pump-Verfahren um 43% gesenkt
werden (Nigwekar et al., 2009).

Somit ist eine praoperative Risikostratifizierung entscheidend, um Hochrisiko-
Patienten fiir die Entwicklung einer akuten Nierenschadigung zu detektieren und

eine zeitgerechte praventive Strategie zu etablieren.

Wichtige praventive MalRnahmen sind die Aufrechterhaltung einer suffizienten
Nierenperfusion mit Stabilisierung des mittleren arteriellen Blutdrucks. Die dadurch
verbesserte Gewebeoxygenierung mit intakter glomerularer Funktion beugen einer
AKI vor (Redfors et al., 2009). Die KDIGO-Leitlinien empfehlen ein adaquates
Volumenmanagement, die Vermeidung nephrotoxischer Substanzen, Monitoring
von Serumkreatinin und Diurese, Normoglykdmie und hdmodynamisches Monitoring
(KDIGO AKI Working Group, 2012). Als Volumenersatztherapie sollten vor allem

isotone, kristalloide Lésungen verwendet werden (Yunos et al., 2012). Droht ein



intraabdominelle Kompartment, sollte frihzeitig eine Messung des Blasendrucks
etabliert werden (Cheatham et al., 2007).

Eine weitere Moglichkeit der Pravention stellt die IPC (ischemic preconditioning) dar
— eine ischamische Prakonditionierung zur Verbesserung der Ischamietoleranz
potentiell gefahrdeter Organe (Herzmuskel, Niere). Der Effekt der ischamischen
Prekonditionierung wurde erstmal 1986 beschrieben (Murry et al., 1986) und weist
zudem protektive Effekte in entfernteren Organen und Geweben auf, die nicht
unmittelbar den kurzen ischamischen Episoden unterliegen (Tapuria et al., 2008).
Dazu wird praoperativ an der einer oberen Extremitat eine Blutdruckmanschette
30mmHg suprasystolisch Uber 5 Minuten gestaut gefolgt von einer 5-mintigen
Reperfusionsphase; der Inflations-Deflations-Zyklus wird dabei 3 Mal wiederholt.
Somit konnte das Auftreten eines aluten Nierenversagens nach kardiopulmonaler
Bypassoperation von 52,5% auf 37,5% gesenkt werden; die Notwendigkeit einer
Nierenersatztherapie von 15,8% auf 5,8% (Zarbock et al., 2015).

1.1.6 Therapie und Erholung

Progredientes, schweres Versagen die Nierenfunktion erfordet den Einsatz einer
Nierenersatz-Therapie (intermittieren Hamodialyse, kontinuierlichen veno-vendse
Hamcofiltration). Die Auswahl des idealen Verfahrens zum bestméglichen Zeitpunkt
und dessen Dauer sind vielfach diskutiert. Die KDIGO-Leitlinien empfehlen eine
RRT (renal replacement therapy) bei lebensbedrohlicher Hypervolamie oder
metabolischen Entgleisungen (Azidose, Hyperkaliamie, Uramie) (KDIGO, 2012).
Zwei grofle randomisierte Studien zeigten eine verbessertes Patientenoutcome
nach frihzeitig etablierter Nierenersatztherapie im AKI-Stadium 2 nach KDIGO
(Gaudry et al., 2016; Zarbock et al., 2016).

Beziglich des Renal-Outcome zeigen sich erhebliche Unterschiede — je nach
eingesetztem Dialyseverfahren. In der BEST-Kidney-Studie waren nur noch 5% der
primar kontinuierlich diaysierten Patienten zum Entlassungszeitpunkt dialysepflichtig
im Vergleich zu 17% unter Einsatz einer intermittierenden Hamodialyse (Uchino et
al., 2007). Zudem besteht auch bei Patienten, die nur eine voribergehende
Einschrankung der renalen Funktion ohne Notwendigkeit einer RRT aufweisen, ein
erhodhtes Sterblichkeitsrisiko (Lai et al., 2012).



1.2 Prostaglandin E2 im akuten Nierenversagen

Prostaglandine (PG) sind wichtige Gewebshormone mit unterschiedlicher
Zusammensetzung und Funktion und an einer Vielzahl physiologischer und
pathophysiologischer Prozesse beteiligt. Die Synthese von Prostaglandinen erfolgt
durch enzymatische Aufspaltung von Arachidonsdure in PGG; und PGH; mit
weiterer Katalyse durch gewebespezifische Synthasen in bioaktive Prostaglandine
(PGE,, PGI,, PGD;, PGF2y) und Thromboxan A, (Funk, 2001).

Bei intakter Nierenfunktion regulieren Prostaglandine die renale Hamodynamik,
Renin-Freisetzung und Wasser-/Elektrolytkonzentration (Hao und Breyer, 2008).
Unter pathophysiologischen Bedingungen (Inflammation, Schmerz, maligne
Erkrankungen) kann es zu einer verstarkten Prostaglandin-Synthese kommen
(Smith, 1992; Dubois et al., 1998).

Prostaglandin E, (PGE;) wird in der Niere durch drei bisher bekannte PGE;-
Synthasen synthetisiert, wobei die mitochondriale PGE,-Synthase die bedeutendste
Rolle einnimmt und eng an die COX-1-/COX-2-Aktivitat gekoppelt zu sein scheint
(Park et al., 2006; Jania et al., 2009). PGE, und dessen Metabolite werden vor
allem renal als Substrat der organischen Anionentransporter (Oat) ausgeschieden
(Kimura et al., 2002). Die organischen Anionentransporter Oat1 und Oat3 vermitteln
somit den geschwindigkeitsbestimmenden basolateralen Schritt bei der renalen
Elimination von PGE,. Sowohl nach akuter als auch chronischer Minderperfusion
der Niere kommt es vor allem im Bereich des Nierenkortex zu einer vermehrten
Synthese von PGE;, (Tokuyama et al., 2002; Myers et al., 2003; Tokuyama et al.,
2003). Auch inflammatorische Prozesse bewirken eine gesteigerte Synthese von
PGE; und PG-Rezeptoren in der Niere (Hartner et al., 2000).

Eine erhdhte Konzentration an PGE; bewirkt eine Herunterregulation von Oat1 und
Oat3 in den proximalen Tubuluszellen der Ratte nach bis zu 72-stindiger
Expositionszeit und inhibiert damit seine eigene renale Elimination. (Sauvant et al.,
2005; Schneider et al., 2007).
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1.3 Cyclooxygenasen

Cyclooxygenasen (COX) sind die Schliisselenzyme der Prostaglandinsynthese und

katalysieren die ersten beiden Teilschritte bei der Aufspaltung von Arachidonsaure.

1.3.1 Die Isoformen COX-1 und COX-2

Es existieren zwei Isoformen: Cyclooxygenase-1 (COX-1) und Cyclooxygenase-2
(COX-2) mit ahnlicher molekularer Masse von 71kDa und 73 kDa, aber
unterschiedlicher Konzentration und abweichenden Wirkmechanismen innerhalb
des Nierenparenchyms (Narregaard et al., 2015).

In der menschlichen Niere findet sich COX-1 vor allem im Bereich der Zellen von
Glomerulum, Sammelrohr, Vasa recta und Interstitium (Komhoff et al., 1997;
Sakurai et al., 2005) und wird unter physiologischen Bedingungen auf konstant
hohem Level zur Aufrechterhaltung von Organfunktionen mit Regulation der
Magensaureproduktion, Thrombozytenfunktion und der vaskuldren Homd&ostase
(,housekeeping function“) exprimiert (Dubois et al., 1998). COX-2 findet sich in
geringeren Konzentrationen im Bereich der Macula densa, Henle-Schleife und
Podozyten, wird aber bei inflammatorischen oder ischamischen Prozessen verstarkt
im gesamten Nierengewebe exprimiert und hochreguliert (Fitzpatrick und
Soberman, 2001).

1.3.2 Die COX-Inhibitoren Indomethacin, SC560 und SC58125

Der nicht-selektive COX-Hemmer Indomethacin zahlt zur Gruppe der
nichtsteroidalen Antiphlogistika. Niedrig dosiert [1mg/kg Koérpergewicht (KG)]
verhindert er die Herunterregulation von Oat1 und Oat3 nach Ischdmie und
Reperfusion in der Niere der Ratte, was sich in einer verbesserten Sekretion
organischer Anionen, wie PAH, und Ausscheidung endogener Anionen, wie PGE,,
widerspiegelt (Schneider et al., 2009). In vitro konnte der positive Effekt auf die
Expression von Oat1 und Oat3 ebenfalls nachgewiesen werden (Sauvant et al.,
2009, 2010).
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Neben der Wiederherstellung von ionischen Transportprozessen bewirkt die
Verabreichung von Indomethacin auch ein verbessertes renales Outcome mit
Anstieg der GFR (Schneider et al., 2009). Dieser Effekt bestatigt
Schlussfolgerungen vorangegangener Arbeiten, demzufolge eine Hemmung der
PGE2-Synthese positive Auswirkungen auf die Nierenfunktion nach ischamisch
bedingtem akuten Nierenversagen (iANV) hat (Feitoza et al., 2002, 2005). COX-
Metabolite fungieren somit als wichtige Mediatoren bei der Entstehung von

Nierenschaden nach Organdysfunktion (Harris et al., 2011).

SC560 ist ein heterozyklischer COX-Hemmer und zeigt eine 700-fach hdhere
Selektivitat fir das Enzym COX-1 im Vergleich zu COX-2 (Smith et al., 1998). Der
chemische Name lautet 5-(4-Chlorophenyl)-1-(4-methoxyphenyl)-3-(trifluoromethyl)-
1H-pyrazolon mit der Summenformel C47H2CIF3N.O (Abb. 2). SC-560 hat einen
stark lipophilen Charakter und ahnelt in seiner Bioverfugbarkeit von 5-15% der von
Indomethacin (Masferrer et al., 1994, Teng et al., 2003).

CF,
&
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Abb. 2: Strukturformel des hoch selektiven COX-1-Hemmers SC560.

SC58125 ist wie SC560 ein heterozyklischer Cyclooxygenasehemmer. Die
Substanz zeigt eine 150-fach héhere Wirksamkeit bei der Hemmung von COX-2 im
Vergleich zu COX-1 (Anderson et al., 1996). Der chemische Name lautet 5-(4-
Fluorophenyl)-1-(4-(methylsulfonylphenyl)-3-(trifluoromethyl)-1H-pyrazolon mit der
Summenformel C17H12N,SO,F, (Abb. 3).
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Abb. 3: Strukturformel des selektiven COX-2-Hemmers SC58125.

Klinische Relevanz besitzen die Cyclooxygenasen vor allem durch den Einsatz von
COX-Hemmern wie NSAIDs (Non-steroidal anti-inflammatory drugs) oder selektiven
COX-2-Inhibitoren (Valdecoxib, Celecoxib) zur Behandlung von Fieber, Schmerzen
und entzindlichen Prozessen. Die nicht-selektiven NSAIDs hemmen beide
Isoformen der COX und beeinflussen somit die PGE,-Synthese (Vane, 1971). lhr
typisches Nebenwirkungsprofil umfasst neben Ulzerationen im Magen-Darm-Trakt
die Beeinflussung der Blutgerinnung und Nierenfunktionsstérungen.

Mit Entdeckung der COX-2-Isoform und ihrer physiologischen Bedeutung mit
Entwicklung einer neuen Wirkstoffklasse von selektiven COX-2-Inhibitoren sollten
unter Beibehaltung der antiphlogistischen und analgestischen Effekte die
unerwinschten Nebenwirkungen umgangen werden, was in der klinischen
Verlaufsbeobachtung leider nicht bestatigt werden konnte (Harris, 2006; Bhala et
al., 2013).

1.4 Transportsystem organischer Anionen der proximalen Tubuluszelle der

Niere

Eine wichtige Rolle bei der Elimination und Ausscheidung von Xenobiotika und
endogener metabolischer Stoffwechselprodukte kommt der renalen Clearance zu.
Der proximale Tubulus der Niere verfiigt Uber wichtige Resorptions- und

Sekretionsprozesse an der apikalen und basolateralen Membran, die der
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Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen (Penicillin, Furosemid) sowie endogen

produzierter Basen und Sauren (Harnsaure, PGE,) dienen.

Dabei spielt das organische Anionentransportsystem der proximalen
Tubulusepithelzelle der Niere eine zentrale Rolle bei der Elimination einer Vielzahl
potentiell toxischer Substanzen (Bradford, 1976; Perri et al., 2003; Sauvant et al.,
2003, 2006, 2009, 2010; Schneider et al., 2003; Van Moontford et al., 2003; Raff et
al., 2005; Betz et al., 2012;). Erstmals beschrieben wurden die organischen
Anionentransporter im Jahre 1997 (Sekine et al., 1997; Sweet et al., 1997). Bisher
sind 10 Isoformen identifiziert (Burckhardt, 2012), darunter hOat1-8, hOat10 und
der Urat-Transporter 1 (hURAT1).

Die Transporter Oat1 und Oat3 reprasentieren die klassischen Aufnahmetransporter
fur polyspezifische organischen Anionen der Niere (Dantzler und Wright, 2003;
Sekine et al., 2006; Rizwan und Burckhardt, 2007) und sind Bestandteil des
proximalen tubuldren Transportsystems, welches organische Anionen sezerniert.
Neben diesen an der basolateralen Membran lokalisierten Anionenaustauschern
besteht dieses System aus den Transportproteinen hMRP2 und hMRP4 (multidrug
resistance-associated proteins), die den Ausstrom organischer Anionen an der
apikalen Membran regulieren. (Dantzler, 2002; EI-Sheik et al., 2008; International

Transporter Consortium, 2010).

Dabei fungieren die klassischen Transportproteine fiir organische Anionen (Oat1
und Oat3) als organischer Anionen-/Dicarboxylat-Austauscher, welche unter
Verwendung eines auswarts gerichteten Dicarboxylat-Gradienten (a-Ketoglutarat® |
Succinat®) organische Anionen aus der Blutbahn in das Zelllumen transportieren.
Der Dicarboxylat-Gradient wird dabei durch einen einwarts gerichteten Na*-Einstrom
gesteuert, welcher durch eine basolateral vorhandene Na'-K'-ATPase
aufrechterhalten wird (Abb. 4). Die Aufnahme der organischen Anionen beschreibt
somit einen tertiar aktiven Transportmechanismus (Friies, 1991; Wright et al., 2004).
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Ausscheidung organischer
Anionen in den proximalen Tubuluszellen der Niere wird somit durch die

Anionentransporter Oat1 und Oat3 vermittelt.
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Abb. 4: Tertidrer Transportmechanismus organischer Anionen der proximalen
Tubulusepithelzelle der Niere.

Schritt 1: Na'-K'-ATPase

Schritt 2:  Na'/Dicarboxylat-Cotransporter

Schritt 3: OA"/Dicarboxylat-Austauscher (Oat1/3)

OA organisches Anion; a-KG? a-Ketoglutarat2-; K* Kalium; Na* Natrium

Zahlreiche Medikamente  wie  Antibiotika, antivirale Mittel, Diuretika,
Antihypertensiva, Zytostatika, Statine und nichtsteroidale Antirheumatika dienen als
Substrate von Oat1 und Oat3 (Rizwan und Burckhardt, 2007; Morrisey et al., 2012).
Zusammenfassend wird deutlich, dass die Elimination toxischer endogener und
exogener Substanzen malgeblich von einer intakten Funktion der organischen

Anionentransporter der proximalen Tubulusepithelzelle der Niere abhangt.

Die Aufrechterhaltung der Funktionalitdt der Transportproteine unterliegt dabei
Schwankungen und stellt keinen konstanten Transportprozess dar. Einerseits muss
eine entsprechende Affinitdt zum Substrat vorliegen, andererseits ist das Ausmal}
der Transportkapazitat vom Expressionslevel der organischen Anionentransporter
abhangig. Kurz- und langfristige Regulationsmechanismen beeinflussen zusatzlich
die Transportkapazitat. Eine akute Modulation der Transportkapazitat erfolgt durch
die Proteinkinasen C und A (Dantzler, 2003; Terlouw, 2003). Langfristig scheint der

Anionentransport durch Sexualhormone reguliert zu werden (Reyes et al., 1998),
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vor allem durch Beeinflussung der Expressionsregulation von Oat1 und Oat3 (Buist
et al., 2003; Ljubojevic et al.,, 2004). Auch eine Hyperurikdmie induziert die
reversible Herunterregulation von Oat1 und Oat3 (Habu et al., 2003, 2005) ebenso
wie die tierexperimentell induzierte Obstruktion des Ureters (Villar et al., 2005).
Ebenso kommt es wahrend eines iIANV zu einer verminderten Expression von Oat1
und Oat3 mit eingeschrankter Sekretion organischer Anionen (Schneider et al.,
2007; Di Giusto et al., 2008).

1.5 Renaler Plasmafluss und PAH-Clearance

Das Transportsystem organischer Anionen extrahiert und sezerniert organische
Anionen unter physiologischen Bedingungen nahezu vollstandig. Para-
Aminohippurat (PAH) dient als klassisches Substrat fir die organischen
Anionentransporter, da es wahrend einer einzelnen Nierenpassage nahezu
vollstandig durch Filtration und Sekretion aus der Blutstrombahn entfernt wird und
im vendsen Blut der Niere kaum noch nachweisbar ist. Die Extraktion bezeichnet
somit das Verhaltnis der arteriovenésen Differenz einer Substanz zu ihrer
Konzentration im arteriellen Blut (Wirz, 1954). Das PAH-Extraktionsverhaltnis
betragt beim gesunden Menschen 0,9 (Warren et al., 1944, Battilana et al., 1991).
Die verbleibenden 0,1 im arteriellen Blut werden unspezifischer Gewebeperfusion

mit Umgehung der renalen Filtration zugeschrieben (Smith, 1938).

PAH wird frei filtriert und im Tubulussystem vollstdndig sezerniert und nicht
rickresorbiert. Die PAH-Clearance ist somit ein geeigneter Parameter fir die
Bestimmung der Clearance und des renalen Plasmaflusses (RPF). Aus dem RPF
lasst sich der renale Blutfluss (RBF) bestimmmen. Bereits 1938 wurde die
Clearance des modellhaften Substrats PAH als geeignete Messmethode fiur den
RBF vorgeschlagen (Smith et al., 1938). Die PAH-Clearance eignet sich jedoch nur
als valide Bestimmungsmethode fir den RBF, wenn die Extraktion nahezu
vollstandig erfolgt und es wahrend des experimentellen Ablaufs zu keiner Anderung

im Extraktionsverhalten kommt (Bischoff et al., 2014).
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Der Anteil des in den Tubulus sezernierten PAH-Anteils Uber die apikale
Zellmembran wird durch den Begriff PAH-Nettosekretion (PNS) beschrieben.

Die PNS ist ein geeignetes Mall zur quantitativen Erfassung der transepithelialen
Sekretionsleistung der proximalen Tubuluszelle der Niere und sowohl vom apikalen

Efflux als auch der basolateralen Aufnahme abhangig. (Abb. 5).

PAH-Nettosekretion PAH-Extraktionsverhaltnis

proximale Tubuluszelle

PAH
Urin Blutstrombahn
(apikal) (basolateral)

Abb. 5: PAH-Nettosekretion und PAH-Extraktionsverhaltnis in der proximalen

Tubulusepithelzelle der Niere.
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2 Zielstellung

Das renale Transportsystem flir organische Anionen spielt eine entscheidende Rolle
bei der Elimination organischer Anionen (Prostaglandine; Paraaminohippurat) und
anderer potentiell schadlicher Substanzen. Den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt vermitteln dabei die Transportproteine Oat1 und Oat3 im proximalen
Tubulussystem.

Im Rahmen eines akuten ischamischen Nierenversagens (iIANV) kommt es zu einer
verminderten Expression der organischen Anionentransporter durch Prostaglandin
E,. Dies konnte in vitro und in vivo (Rattenmodell) in vorangehenden
Untersuchungen nachgewiesen werden.

Das vermehrte Vorliegen von Prostaglandin E, ist ein additiver Effekt aus
Kumulation und vermehrter Synthese durch Cyclooxygenasen (COX-1/COX-2) im
iIANV. Es wurde gezeigt, dass die Applikation des unselektiven COX-Hemmers
Indomethacin den hemmenden Effekt auf die Expression von Oat1/Oat3 aufhebt
und einen positiven Effekt auf die Nierenfunktion hat. Zusatzlich finden sich in einem
etablierten in vitro-Modell Hinweise, dass die Regulation von Oat1 und Oat3 sowie
das renale Outcome im Wesentlichen durch die Cyclooxygenase-1 beeinflusst

werden. Eine COX-2-Inhibiton zeigte im Zellmodell keinen Effekt.

Daraus lasst sich folgende Hypothese ableiten: Die Herunterregulierung von Oat1
und Oat3 im iANV ist auf die Bildung von Prostaglandin E, durch COX-1
zurtckzufuhren und fuhrt zu einer verminderten Sekretion organischer Anionen. Es
kommt zu einer verminderten Extraktion von PAH, einem wichtigen Parameter zur

Bestimmung der PAH-Clearance und damit des renalen Plasmaflusses.

Es soll daher untersucht werden, ob eine selektive COX-Inhibition (durch SC560 als
COX-1-Hemmer oder SC58125 als COX-2-Hemmer) vergleichbare positive Effekte
auf die Expression/Regulation von Oat1/3 und das renale Outcome aufweist wie die
nicht selektive Hemmung durch Indomethacin. Dartber hinaus ist zu hinterfragen,
ob der verminderte renale Plasmafluss nach Ischamie tatsachlich Folge einer

Minderperfusion oder einer verminderten Sekretion von PAH ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeines

Als Versuchstiere wurden weibliche Sprague-Dawley Ratten (Koérpergewicht 200-
250g, n = 84) von der Firma Charles River (Kissleg, Deutschland) verwendet. Die
Tierhaltung erfolgte bei konstanter Raumtemperatur, freiem Zugang zu Futter und
Trinkwasser sowie geregeltem 12-Stunden Tag-/Nacht-Rhythmus. Die fachgerechte
Betreuung der Tiere und die experimentelle Vorgehensweise erfolgten in
Ubereinstimmung mit den Richtlinien fiir Versuchstiere entsprechend den
Empfehlungen der FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science
Associations) und gemal den Richtlinen der Ethikkomission des Bundeslandes
Sachsen-Anhalt (Genehmigung 42502-2-1066MLU).

Nach einer Akklimatisierungsphase von mindestens 24 Stunden an die neue
Umgebung erfolgte die Induktion des iANV durch eine bilaterale Unterbrechung der

arteriellen renalen Perfusion lber eine Zeitraum von 45 Minuten.

3.2 In vivo-Modell des ischamisch induzierten akuten Nierenversagens

Die Anasthesie der Versuchstiere wurde durch intraperitoneale Injektion von
Xylazinhydrochlorid (10 mg/kg KG, Rompun® 2%, Bayer Vital GmbH, Leverkusen)
und Ketamin (100 mg/kg KG, Ketavet®, Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen)
induziert. Nach Bestimmung des Koérpergewichts und der Rasur beider Flanken
wurde das Versuchstier in Rechtsseitenlage auf eine Warmeplatte gelagert, um eine
Aufrechterhaltung der Kdrpertemperatur von 37°C wahrend der operativen Eingriffe
zu gewahrleisten. Dexpanthenol-Salbe (Bepanthen®, Hoffmann- La Roche AG,
Grenzach-Wyhlen) wurde auf die Augen appliziert, um einer Austrocknung der
Hornhaut vorzubeugen. Zusatzlich wurde das OP-Gebiet grundlich mittels
Wischdesinfektion mit Povidon-lod (Braunol®, B.Braun Melsungen AG, Melsungen)

desinfiziert.
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Nach Beurteilung und Sicherung einer adaquaten Narkosetiefe wurde circa 1cm
subcostal eine 2cm lange Hautinzision parallel zum Rippenbogen mit Praparation
der Haut- und Muskelschicht und anschlieRender Eréffnung der lateralen
Bauchhohle durchgefuhrt. Nach Einsetzen eines Wundsperrers zur verbesserten
Sicht auf das OP-Feld erfolgte sukzessiv die Freilegung und Mobilisierung der Niere
aus ihrer Fettkapsel. Nachfolgend wurden die hilusnahen Nierengefal3e freigelegt
und die Arteria renalis vorsichtig mittels stumpfer Praparation von der Vena renalis
und dem Ureter separiert und gleichzeitig mit einem Faden umschlungen, um ein
rasches Wiederauffinden der spateren Ligaturstelle zu gewahrleisten. Nach
provisorischem VerschlieBen der Wunde wurde das Versuchstier auf die
kontralaterale Seite gelagert und das oben beschriebene Procedere analog der
rechten Niere vollzogen. Nun wurden beide Arteriae renales in einem Abstand von
nur wenigen Sekunden mit einem Mikro-Gefaliclip (Biemer, 8mm, Medicon
Instrumente, Fa. Seidel, Buchendorf) ligiert und die Ischamiezeit mittels Timer auf
45 Minuten einprogrammiert.

Zur Pravention einer perioperativen Dehydratation durch Perspiratio erfolgte die
intraperitoneale Applikation von 0,9% NaCl-Losung (2,5 ml/kg KG) 15 Minuten nach
Beginn der Klemmzeit. In den Versuchstiergruppen mit Medikamentenapplikation
(SC560 oder SC58125) wurde die intraoperative Volumensubstitution durch die
intraperitoneale Verabreichung der Medikamentenlésung 10 Minuten vor Beginn der

Reperfusionsphase ersetzt.

Nach Beendigung der Ischdmiephase wurden die Gefallklemmen entfernt und die
Nieren wieder reperfundiert, welches am sofortigen Farbumschlag des
Nierengewebes erkennbar war. Der Hautschnitt wurde mit einer fortlaufenden Naht
der Muskelschicht und anschlieRender Einzelknopfnaht der Cutis verschlossen.

Zur Sicherstellung der postoperativen Analgesie wurde dem Versuchstier
Tramadolhydrochlorid (2mg/kg KG, Tramal®, Grinenthal GmbH, Aachen) und 0,9%

NaCl (1ml/kg KG) zur postoperativen Flissigkeitssubstitution subkutan injiziert.
Nach einer 24-stiindigen Regenerationsphase wurde ein zweiter operativer Eingriff

mit Messung der Inulin- und PAH-Clearance, Probengewinnung und

Organentnahme durchgefihrt.
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3.3 Messung der Clearance, Probengewinnung und Organentnahme

Die Narkoseinduktion und praoperative Vorbereitung erfolgten analog zum
Ersteingriff. Das Versuchstier wurde entsprechend dem operativen Vorgehen in
Rickenlage fixiert. Nach Desinfektion der Zervikalregion mit Propan-2-ol (72 Vol. %,
Cutasept® F, Bode Chemie, Hamburg) wurde eine Hautinzision im rechten lateralen
Halsbereich durchgefliinrt und die Jugularvene freiprapariert. Das vendse Gefal
wurde mit einem Kunstoffkatheter kaniiliert (Polyethylen, Aufliendurchmesser 1mm)
und an eine mit Inulin-PAH-LAsung befiillte Perfusorspritze konnektiert. Die Inulin-
PAH-L6ésung wurde zuvor bereits aus FITC-lnulin (2mg/ml, Fluoreszein-
Isothiozyanat markiertes Inulin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und PAH
(2mg/ml, para-Aminohippurat, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) geldst in NaCl-Lésung
(0,9%) hergestellt. Die Induktion der Infusionsphase begann initial mit einer
Bolusinjektion von 75 ul gefolgt von einer kontinuierlichen Infusionrate von
0,12ml/min Gber einen Perfusor (B.Braun Melsungen AG, Deutschland) Uber einen

Zeitraum von 50 Minuten.

AnschlieRend wurde zur Uringewinnung ein suprapubischer Langsschnitt
durchgeflhrt, die Harnblase freigelegt und nach einer feinen Stichinzision mit einem
Kunststoffkatheter katheterisiert. 30 Minuten nach Beginn der Infusionsphase
(Gleichgewichtseinstellung) schloss sich eine 20-minltige Messphase an, in der bei
konstanter Inulin-PAH-Infusionsrate gleichzeitig die Urinmenge in einem

Reagenzglas gesammelt wurde.

Nach Beendigung der Messphase wurde der Blasenkatheter entfernt und die
Urinprobe sofort gekuhlt auf Eis gelagert. Zur weiteren Proben- und Organentnahme
wurde das Abdomen der Ratte mittels Medianlaparotomie eréffnet und der Schnitt
um eine Inzision subcostal beidseits nach lateral erweitert. Die linke Vena renalis
wurde kannliert, um Blutplasma direkt nach der Nierenpassage zu gewinnen (fur
die spatere Berechnung der korrigierten PAH-Clearance). Anschliellend wurde die
Aorta freigelegt, mit einer zuvor mit Heparinlésung gesplilten Butterfly-Kaniile
punktiert, das Blut in einem Reagenzglas gesammelt und ebenfalls umgehend auf

Eis gelagert.
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Nachfolgend wurden dem Versuchstier beide Nieren enthommen und nach
makroskopischer Auftrennung in Nierenbeckenkelchsystem, Nierenkortex und

Nierenmark in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C asserviert.

Die Blutproben wurde unmittelbar nach Beendigung des Eingriffs mittels
Zentrifugation bei 3200rpm fir 15 Minuten bei 15°C aufbereitet (Heraeus Sepatech
Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments, Osterode) und das gewonnene Serum
zusammen mit den Urinproben flr die spatere Inulin- und PAH-Messung bei -20°C

aufbewahrt.

3.4 Einteilung der Versuchstiergruppen

Die Versuchstiere wurden nach dem Zufallsprinzip in sieben verschiedene Gruppen
eingeteilt. Der Begriff ,medikamentdse Applikation“ oder ,Medikamente® betrifft im
Folgenden nur die Gabe der Testsubstanzen SC560 oder SC58125. Alle weiteren

Pharmazeutika wurden wie oben beschrieben verabreicht.

Kontrollgruppe:
Fir die Bestimmung der Referenzwerte wurden die Versuchstiere der

Kontrollgruppe nur dem zweiten operativen Eingriff ohne Medikamentenapplikation
unterzogen. Anschlielend erfolgte die Probengewinnung, Organentnahme und

Berechnung der Clearance-Parameter.

Versuchstiergruppe ,lschamietiere” (Abklemmen der Nierenarterien):

In dieser Versuchstiergruppe wurden alle unter 3.2 und 3.3 beschriebenen

Maflnahmen ohne medikamentdse Applikation durchgefiihrt.

Versuchstiergruppe ,Ischamietiere + Medikamentenapplikation® (SC560 oder

SC58125):

Das operative Vorgehen erfolgte analog der Versuchstiergruppe der Ischamietiere.

Jedoch wurde die intraoperative intraperitoneale Flissigkeitssubstitution mit 0,9%-
iger NaCl-Lésung durch die intraperitoneale Applikation der Pharmazeutika SC560

oder SC58125 10 Minuten vor Beendigung der renalen Ischamiephase (Dauer 45
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Minuten) mit einer Dosierung von 1mg/kg KG ersetzt, um einen rechtzeitigen
Wirkungseintritt zum Reperfusionsbeginn zu gewahrleisten und mégliche andere
Wirkungen auf die Niere bereits wahrend der Ischdmiephase auszuschlieRen.
Dieses Vorgehen wird im Folgenden als ,postischamisch“ oder ,nach erfolgter

Ischamie” bezeichnet.

Versuchstiergruppe ,scheinoperierte Tiere":

In dieser Versuchstiergruppe erfolgte das operative Vorgehen entsprechend der
unter 3.2 und 3.3 erlauterten Vorgehensweise, jedoch wurde auf eine Ligatur der
Aa. renales durch GefalRklemmen und die Verabreichung von Medikamenten

verzichtet.

Versuchstiergruppe ,scheinoperierte Tiere + Medikamentenapplikation® (SC560
oder SC58125):

Die durchgefiihrten MaRnahmen entsprachen denen der Versuchstiergruppe der

scheinoperierten Tiere. Auch hier wurde die intraoperative intraperitoneale
Flissigkeitssubstitution mit 0,9%-iger NaCl-Lésung durch die Applikation der
Pharmazeutika SC560 oder SC58125 10 Minuten vor Beendigung der Nicht-

Ischamiephase (Dauer 45 Minuten) mit einer Dosierung von 1mg/kg KG ersetzt.

3.5 Messung der Fluorescein-Aufnahme in vitro

Die verwendete Zelllinie (OK-Zellen, Dr. Biber, Institut fir Physiologie, Universitat
Zurich, Schweiz) wurde nach Erhalt im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95%
Luftfeuchte in mit EBSS (Earle’s balanced salt solution), Aminosauren, 10%
(vol/vol) FCS (Fetal Calf Serum, Biochrom KG, Berlin, Deutschland) und 26 mmol/L
NaHCO; supplementietem MEM (minimal essential medium) kultiviert. Fir die
Messung von Transportprozessen wurden die Zellen in permeablen Mikrotiterplatten
(Porengréfte 3um; Falcon, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes) mit einer
effektiven Wachstumsflache von 4,3 cm?Filter kultiviert. Alle Messungen erfolgten
zwischen den Zellpassagen 60 und 100 bei einer Wachstumsdichte von 0,4x10° cm™

2. Die Experimente wurden an Tag 10 nach Beginn der Kultivierung durchgefiihrt.
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Fir das In vitro-Ischamie-Reperfusionsmodell wurden die Zellen der Kontrollgruppe
einer mit Bicarbonat-4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonsaure-

Lésung (Bicarbonat-HEPES) gepufferten Ringerlésung (pH 7,4) zugefihrt und mit
5mM Glucose supplementiert. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei 37°C und
atmospharischem Sauerstoffpartialdruck. Die Ischamiezellen wurden einer
Bicarbonat-2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (Bicarbonat-MES) gepufferten
Ringerlésung (pH 6,6) ohne Zusatz von Glucose und einem Sauerstoffanteil unter
1% ausgesetzt. Die Puffervolumina betrugen jeweils 1ml. Die Zusammensetzung
der Pufferlosungen ist nachfogend zusammengefasst (Tab. 2). Nach 2-stlindiger
Exposition gegenuber nicht-ischamischen oder ischamischen
Umgebungsbedingungen (pH 6,6, Aglykamie, O,-Fraktion < 1%) wurden die Zellen
unter standardisierten Wachstumsbedingungen (Simulation der Reperfusionsphase)
kultiviert.

Tab. 2: Chemikalien flr das Herstellen der Bicarbonat-HEPES und —-MES-Puffer.

Chemikalie Bicarbonat-HEPES Bicarbonat-MES
NaHCO; 24.0 mM 4,5 mM

Na;HPO, 0.8 mM 0,8 mM

NaH,PO, 0.2 mM 0,2 mM

NaCl 86.5 mM 106 mM

KCI 54 mM 5,4 mM

CaCl, 1.2 mM 1,2 mM

MgCl, 0.8 mM 0,8 mM

HEPES 20 mM 20 mM

Titration pH-Wert mit 1N NaOH auf pH 7,4 Mit 1N NaOH auf pH 6,6

Fluorescein ist ein klassisches Substrat von Oat1 und Oat3. Die =zellular
aufgenommene Fluorsceinmenge stellt somit einen geeigneten Parameter zur
Bestimmung der  Aktivitit und  Transportkapazitdt der  organischen
Anionentransporter dar, welche den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt an der

basolateralen Zellmembran bei der Aufnahme organischer Anionen vermitteln.
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Der Transport organischer Anionen wurde durch Messung der Fluoresceinmenge
nach 2-mindtiger Expositionszeit detektiert. Hierfir wurden die Zellen 4x mit
phosphatgepufferter Ringerlésung (PBS) gewaschen und anschlielfend mit 1 mi
0.1% Triton-X100 in 20 mM MOPS [3-(N-Morpholino)propansulfonsaure] lysiert und
die Fluoreszenzintensitat mit einem Photometer (Victorz; Wallac Instruments, Turku,
Finnland) bestimmt. Die Fluoreszenzstarke wurde auf den Proteingehalt der Probe,

quantifiziert anhand des Bicinchoninsaure-Assay (BCA, Pierce, USA), normalisiert.

3.6 Parameter der renalen Funktion

3.6.1 Bestimmung der glomerularen Filtrationsrate

Die GFR beschriebt das Gesamtvolumen an Primarharn, welches pro Zeiteinheit
von den Glomeruli beider Nieren filtriert wird.

Die Berechnung der GFR erfolgt mit Hilfe folgender Gleichung:

* VU

: Iy .
Inulin Clearance = [ml/min]
I *
ly = Inulin-Konzentration im Urin [ug/mi]
Vy = Urinvolumen [ml]
Ia = Inulin-Konzentration im arteriellen Plasma [ug/ml]
t = Zeit [min]

Die Messung der Inulin-Konzentration im Urin und im Serum erfolgte durch eine
Verdinnung der Proben mit einem Messpuffer im Verhaltnis 1:500 und Kopplung an
eine fluoreszierende Substanz (Fluorescein Isothiozyanat—Inulin, Sigma-Aldrich).
Der Messpuffer wurde zuvor aus 1,15g TES (N-tris(hydroxymethyl)methy-2-
aminoethansulfonsaure) und 1,00g MES gel6st in 1 Liter destilliertem Wasser und
mit 1N NaOH auf einen pH-Wert von 7,4 gepuffert hergestellt. Anschliellend wurde
die Fluoreszenzintensitat der Probe photometrisch gemessen (VICTOR? 1420

multilabel counter, Wallace, USA; Anregungswellenlange 480nm,
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Emissionswellenlange 520nm) und mit Hilfe einer verdiinnten Standardreihe in die

Inulinkonzentration in der entsprechenden Proben umgerechnet.

3.6.2 Bestimmung des renalen Plasmaflusses

Der RPF bezeichnet diejenige Menge an Blutplasma, welche innerhalb 1 Minute die
Nieren durchstromt. Die PAH-Clearance zur Bestimmung des renalen Plasmflusses

und wird wie folgt berechnet:

PAH Clearance = RPF = M [ml/min]
PAHp * t
Vy = Urinvolumen [ml]
PAHy = PAH-Konzentration Urin [ug/ml]
t = Zeit [min]
PAHp = PAH-Konzentration Blutplasma [ug/ml]

Um die PAH-Konzentration der Urin- und Serumproben bestimmen zu kdénnen,
wurde die modifizierte Anthron-Methode angewandt. Dazu wurden die Proben
zunachst mit 0,33M Perchlorsaure auf 1:101 (Urin) oder 1:11 (Serum) verdinnt und
bei 12000 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert. Vom proteinfreien Uberstand wurden
150 ul abpipettiert und nachfolgend je 80 ul der folgenden Reagenzien zugegeben:
Natriumnitrit-Lésung 1%, Ammoniumamidosulfonat-Lésung 5%, HCI 32% und
Kupplungsreagenz (N-(1-Naphtyl)ethylendiaminodihydrochlorid 0,1%. Die durch das
Kupplungsreagenz induzierte = Kupplungreaktion wurde nach 10minUtiger
Inkubationszeit durch Hinzufiigen von Ethanol absolut terminiert. Anschliefend
erfolgte die photospektrometrische Messung von PAH bei einer Wellenlange von
550 nm (Dynatech Laboratories, Guernsey, Cl, UK).

Parallel zur Probenaufbereitung wurde eine PAH-Eichreihe hergestellt, anhand
derer bei direkter Proportionalitait der PAH-Konzentration zur Intensitat der

Farbreaktion der PAH-Gehalt in den Urin- und Serumproben bestimmt wurde.
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3.6.3 Bestimmung der korrigierten PAH-Clearance

Die Methode der PAH-Clearance zur Bestimmung des renalen Blutflusses ist jedoch
nur valide, vorausgesetzt die Extraktion von PAH aus dem Blutplasma erfolgt

nahezu vollstandig und es liegen konstante Versuchsbedingungen vor.

Der Anteil des renal extrahierten PAHs lasst sich aus dem Verhaltnis der

arteriovenosen Differenz zur Konzentration von PAH im arteriellen Blut berechnen:

(PAHA - PAHRV)

EPAH (renale Extraktion PAH) = [ug/ml]
PAH,
PAHA = PAH-Konzentration im arteriellen Blutplasma [ug/ml]
PAHgy = PAH-Konzentration im Blutplasma der Nierenvene [ug/ml]

Eine Extraktion nahe dem Wert 1 bedeutet somit eine fast vollstandige Elimination

der Substanz aus dem Blut der Nierenvene.

Bei beeintrachtigter Nierenfunktion kann auch die PAH-Extraktion eingeschrankt
sein. Um die PAH-Clearance und damit den renalen Plasmafluss unter diesen
Bedingungen so exakt wie moglich bestimmen zu koénnen, wurde die PAH-
Clearance um die renale Extraktion von PAH korrigiert. Die Berechnung erfolgt nach

folgender Formel:

[(PAHy — PAHgy) * Vy]

korrigierte PAH Clearance = RPF = [(PAH, — PAH,) 1] [ml/min]
PAHy = PAH-Konzentration im Urin [ug/ml]
PAHp = PAH-Konzentration im Blutplasma [ug/ml]
PAHA = PAH-Konzentration im arteriellen Blutplasma [ug/ml]
PAHgy = PAH-Konzentration im Blutplasma der Nierenvene [ug/ml]
Vy = Urinvolumen [ml]
t = Zeit [min]
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3.7 Western Blot

3.7.1 Aufbereitung der Proben

Die bei -80°C gelagerten Gewebeproben des Nierenkortex wurden zu Beginn
zerkleinert, mit einem Lyse-Puffer [25 mmol/l Tris-HCI, 7mmol/l reduziertem
Glutathion, 0,5 mmol/l Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 0,2 mmol/l
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 1umol/l Leupeptin, 1umol/l Pepstatin, 1umol/
Trans-Epoxysuccinyl- L -Leucylamiddobutan und 1mg/ml Trypsininhibitor] versetzt
und anschlieBend mit einem Ultraschall-Homogenisator (UW70, Bandelin
Electronic, Berlin, Deutschland) weiter bearbeitet. Der totale Proteingehalt der
Proben wurde unter Zuhilfenahme der Bradford-Methode bestimmt (Bradford 1976).
Die Proben wurden je nach Proteingehalt mit Probenpuffer versetzt (200 mmol/I
Tris-Puffer, SDS 6%, Glycerol 15% und Bromthymolblau), 5 Minuten bei 95°C

denaturiert und anschlieRend bei -20°C gelagert.

2.7.2 Probenanalyse

Fir die weitere Probenanalyse wurden die Proteinproben mit einem Proteingehalt
von 25ug zunachst in einem 5%-igen Sammelgel ((500ul TrisHCI [pH 6,8], 250ul
Acylamid/Bisacrylamid 40%, 1250ul dd H20, 18ul SDS 10%, 7,5u1 APS 10% und
2,5ul TEMED) fokussiert und anschliefiend in einem 10%-igen Trenngel (1000l
TrisHCI [pH 8,8], 1000ul Acylamid/Bisacrylamid 40%, 2000l dd H20, 45ul SDS
10%, 15ul APS 10% und 5ul TEMED) bei 125 Volt und 80mA Uber zwei Stunden
ihrer MolekiilgréRe nach aufgetrennt. Der Laufpuffer setzte sich zusammen aus aus
15,19 Tris Base, 949 Glycin und 50ml SDS 10% auf 1000ml H20.

Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurden die Proteinproben in einem mit
Blottingpuffer (5,8 g Tris Base, 94g Glycin und 0,38g SDS 10% auf

1000ml H20)gefilltem Tankblot (Firma Biorad) auf eine Nitrocellulose-Membran
(Amersham Pharmacia Biotech, England) transferriert. Um unspezifische

Antikorperreaktionen zu vermeiden und den spezifischen Nachweis von Antigenen
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zu sichern, wurden freie Bindungsstellen der Membran mit Hilfe einer Blotto-Lésung
{3%iges fettfreies Milchpulver in Tris-Puffer-Lésung-TBS (20 mmol/l Tris, 150 mmol/I
NaCl, pH 7,5) und 0,1% Tween (Tween 20 pure, Serva, Deutschland) fiir 1 Stunde
bei Raumtemperatur blockiert. Die Membran wurde 3x fir je 5 Minuten in einem
Waschpuffer (TBS-Tween-Puffer: 20 mmol/l Trisbase, 137 mmol/l NaCl, Tween 20
0,05%) gewaschen und anschlieRend mit einem Primarantikdrper (anti-Oat1
verdinnt 1:1000 bzw. anti-Oat3 verdinnt 1:3000, Tab. 3) in entsprechender

Konzentration Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Tab. 3: Verwendete Antikérper im Western Blot.

Antikorper Konzentration | 2. AK Konzentration
Name

Firma

Oat1 1:1000 Rabbit-1gG 1:2000
GTX47147 DAKO

Gene Tex (Irvine, Kalifornien, USA) (Hamburg, Deutschland)

Oat3 1:3000 Rabbit-1IgG 1:2000

SAB 2102179 DAKO
(Hamburg, Deutschland)

Sigma (St. Louis, Montana, USA)

Nach weiteren Waschvorgangen zur Entfernung unspezifischer gebundener
Antikérpermolekiile wurde ein geeigneter Enzym-gekoppelter Sekundarantikérper
(HRP — horseradish peroxidase) verdiinnt 1:2000 hinzugefligt und die Lésung fiir 45
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem, mehrmaligem Waschen
erfolgte der Proteinnnachweis indirekt Gber eine durch die Peroxidase katalysierte
Chemolumineszenzreaktion unter Verwendung des Chemolumineszenz-Kits ECL
Plus gemafR den Herstellerangaben (Amersham Pharmicia Biotech, Little Chalfront,
UK) erfolgen. Der gewonne Chemoluminenszenz-Film wurde densitometrisch mit
Hilfe der Quantity One Software (Bio-Rad Laboratories, Philadelphia, USA)

ausgewertet.

29



3.8 Real-Time PCR

Fir die Bestimmung der mRNA-Menge von iNOS, MCP-1, Oat1 und Oat3 wurden
Gewebeproben aus dem Nierenkortex entnommen und einer PCR zugefihrt. Fir
die RNA-Extraktion wurde das Qiagen RNA Isolation Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) entsprechend den Anweisungen des Herstellers verwendet. Die RNA
wurde mit Hilfe des iScript cDNA synthesis kit (Biorad, CA, USA) entsprechend den
Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. Die Durchflihrung der Real-Time-PCR
erfolgte anhand des iQ SYBR-Green Supermix RT-PCR system protocol (Biorad,
CA, USA) mit initialer Denaturierung bei 95°C fir 3 Minuten. Die anschlieRende
PCR-Amplifikation wurde in 45 Zyklen zu je 15 Sekunden bei 94°C, 30 Sekunden
bei 55°C und 60 Sekunden bei 72°C durchgefiihrt. Der abschlieRende
Elongationsschritt erfolgte fir 10 Minuten bei 72°C.

Die induzierbare NO-Synthase wurde entsprechend der Methode von Canuelo et al.
bestimmmt (Canuelo et al., 2007).

Als Primer fir iNOS wurde 5-GCA GGT TGA GGA TTA CTT CTT CCA-3' (sense)
und 5-GCC CTT TTT TGC TCC ATA GGA AA-3' (antisense) verwendet,
resultierend in einem 94 Basenpaar langen RT-PCR-Produkt.

MCP-1 wurde mit Hilfe der von Lu et al. beschriebenen Methodik bestimmt (Lu et
al., 2009) mit 5'-CCC AGA AAC CAG CCA AC-3' (sense) und 5'- TGC TGC TGG
TGA TTC TCT-3' (antisense) als Primer und einem 223 Basenpaar langen RT-PCR-
Produkt.

Fur die organischen Anionentransporter wurden folgende Primer verwendet: 5-AGA
GTC ACA GAG CCC TGC AT-3' (sense) und 5'-GCC CAG GCT GTA GAC ATA
GC-3' (antisense) fir Oat1 mit einem RT-PCR-Produkt aus 402 Basenpaaren und
5-TCC TGG TGG GTA CCA GAG TC-3' (sense) und 5'-CTG CAT TTC TGA AGG
CAC AA-3' (antisense) fur Oat3 mit einem RT-PCR-Produkt aus 468 Basenpaaren.
Das RT-PCR fur R-Aktin mit einer LaAnge von 129 Basenpaaren wurde mit Hilfe der
Primer 5'-TCT ACA ATG AGC TGC GTT TG-3' (sense) und 5-TAC ATG GCT GGG
GTG TTG AA-3' (antisense) gewonnen.

Die korrekte GroRe der PCR-Produkte wurde mit Hilfe einer Agarosegel-

Elektrophorese und der Schmelzpunktanalyse Uberprift. Die Quantifizierung
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erfolgte mittels der AAC-Methode, wobei BR-Aktin als Referenzgen verwendet und die

Expression in den Kontrollproben dem Wert 1 gleichgesetzt wurde.

3.9 Caspase-3-Aktivitiatsassay

Die Aktivitat der Caspase 3 wurde mit Hilfe eines Fluoreszenz-Kits (Clontech
Laboratories, Heidelberg, Deutschland) mit geringer Modifizierung der
Vorgehensweise seitens des Herstellers bestimmt. Die dem tiefen Kortex und der
auleren Medulla der Rattenniere entnommenen Proben wurden zunachst mit auf
4°C gekuhlten PBS gewaschen und im nachsten Schritt mit 150 ul Zelllyse-Puffer
fur 10 Minuten auf Eis gelagert inkubiert. Nach Homogenisierung und erneuter
Inkubation fir 20 Minuten wurde das Lysat bei 16.000 g fir 10 Minuten bei 4°C
zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 60 ul mit 50 umol/l DEVD-AFC (Asp-Glu-Val-
Asp-7-amino-4-trifluoromethylcoumarine) versetzt und fur 60 Minuten bei 37°C
inkubiert. Durch spezifische Spaltung des DEVD-AFC-Substrats wird der
Fluoreszenzfarbstoff AFC (7-amino-4-trifluoromethylcoumarine) freigesetzt, welcher
anschlieBend mit einer Anregungswellenlange von 400nm und einer
Emissionswellenlange von 505nm photometrisch mit einem Multiplattenreader
(Victor®; Wallac, Turku, Finnland) gemessen wurde. Die quantitative Bestimmung
des Abspaltungsproduktes AFC erfolgte schlieRBlich unter Verwendung einer

Eichkurve bekannter AFC-Konzentrationen.

Als Negativkontrolle wurden aus derselben Nierenregion entnommene
Gewebeproben zusatzlich zum oben genannten Prozedere mit dem Caspase-3-
Inhibitor zDEVD-CHO versetzt. Unter diesen Versuchsbedingungen konnte keine
Caspase-3-Aktivitat detektiert werden.

Die Quantifizierung der Proteinmenge wurde mit dem Bicinchoninsaure-Assay

(Pierce, Rockford, USA) mit Rinderalbumin als Referenzstandard durchgeflihrt.
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3.10 Statistik

Die als n-Wert im Text oder in den Abbildungen angegebenen Zahlen spiegeln die
Anzahl der Versuchstiere, die Anzahl der Gewebeproben fiir bestimmte Verfahren
(RT-PCR, Western Blot) wider. Die Ergebnisse sind als Mittelwert =
Standardabweichung angegeben. Werte von p < 0,05 vor werden als statistisch
signifikant definiert und sind in den Grafiken mit einem Stern oder einer Raute
markiert.

Die statistische Signifikanz wurde mit Hilfe des Zweistichproben-t-Tests nach
Student fir zwei unabhangige Stichproben mit gleicher Standardabweichung
ermittelt. Statistische Berechnungen erfolgten mit dem Programm Microsoft Excel
2007 (Microsoft Corporation, Deutschland). Zur Varianzanalyse wurde der ANOVA
Test durchgefiihrt (Sigma Stat 3.5, Systat Software AG, Erkrath).
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4 Ergebnisse

4.1 Der Effekt selektiver COX-Hemmer auf die Aufnahme organischer Anionen

in die proximale Tubuluszelle der Niere (OK-Zelllinie)

Zunachst wurden die Auswirkungen selektiver COX-Hemmer auf die Aufnahme des
prototypischen organischen Anions Fluorescein in proximale Tubulusepithelzellen
von OK-Zellen unter ischamischen und nicht-ischamischen Wachstumsbedingungen
untersucht.

OK-Zellen sind Nierenepithelzellen der Beutelratte (Oppossum Kidney) und
verfigen ebenso wie humane renale Tubulusepithelzellen Uber ein spezifisches
Transportsystem fiir organische Anionen. In Zellkultur bleiben ihre Teilungsfahigkeit
und physiologischen Transporteigenschaften erhalten und sie eignen sich daher
experimentell als Vertreter fir humane Tubulusepithelzellen. OK-Zellen sind
hinreichend dafur bekannt, an der basolateralen Membran der Tubuluszelle den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt beim Transport organischer Anionen zu
vermitteln (Sauvant et al., 2003).

Als COX-Inhibitoren kamen SC560 als COX-1-Hemmer und SC58125 als COX-2-

Hemmer zum Einsatz.

Die OK-Zellen wurden fir 2 Stunden unter Standardbedingungen (Kontrolle) oder
ischamischen Bedingungen (Ischamie-/Reperfusions-Modell, I/R-Modell) inkubiert.
Die Applikation von SC560 oder SC58125 (jeweils 1 uyM) erfolgte sofort nach
stattgehabter Ischdmie oder Nicht-lschamie mit anschlieender Kultivierung unter
Standardbedingungen fir 48 Stunden als Simulation der renalen

Reperfusionsphase.

Abbildung 7 zeigt eine signifikante Abnahme der Fluorescein-Aufnahme in OK-
Zellen unter ischamischen Wachstumsbedingungen im Vergleich zu den unter
Standardbedingungen kultivierten Kontrollzellen. Die Applikation des hoch
selektiven COX-1-Hemmers SC560 konnte die im [|/R-Modell eingeschrankte
Fluorescein-Aufnahme in OK-Zellen nahezu vollstdndig aufheben. In den

Kontrollzellen konnte dagegen kein Effekt von SC560 nachgewiesen werden.
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Control = Kontrollzellen
I B R R e Model I/R = Ischdmie-/Reperfusion-Modell
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Abb. 7: Effekt von SC560 auf die basolaterale Fluorescein-Aufnahme unter nicht-
ischamischen und ischamischen Bedingungen in OK-Zellen. Angabe der
Fluoresceinmenge in pmol/mg Zellprotein und Aufnahmezeit.

*

zeigt einen statistisch  signifikanten  Unterschied u den unter

N

Standardbedingungen kultivierten Kontrollzellen.

Auch in Abbildung 8 kommt es im I/R-Modell zu einer deutlichen Abnahme der
zellularen Fluorescein-Aufnahme. Die Applikation des selektiven COX-2-Hemmers
SC58125 fihrte zu keinem Anstieg der intrazellular gemessenen
Fluoresceinmenge. Auch in den Kontrollzellen kam es zu keinem nachweisebaren
Effekt.
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Abb. 8: Effekt von SC58125 auf die basolaterale Aufnahme organischer Anionen in
proximale tubuldare OK Zellen. Angabe der =zellular aufgenommenen
Fluoresceinmenge in pmol/mg Zellprotein und Aufnahmezeit.

zeigt einen statistisch  signifikanten  Unterschied zu den unter

Standardbedingungen kultivierten Kontrollzellen.

Die positive Beeinflussung der zellularen Fluoresceinaufnahme in OK-Zellen durch
den selektiven COX-1-Inhinitor SC560 gibt einen ersten Hinweis darauf, dass die
durch Ischamie induzierte Herunterregulation des organischen Anionentransports
vor allem durch COX-1 als vermittelt wird.

Zur weiteren Verifizierung der Arbeitshypothese wurde in den folgenden
Untersuchungen der Effekt von SC560 und SC58125 auf Expressionsebene von

Oat1 und Oat3 durch Quantifizierung der mMRNA- und Proteinmenge analysiert.
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4.2 Der Effekt selektiver COX-Inhibitoren auf die Expression der organischen

Anionentransporter Oat1 und Oat3

In vorangegangenen Arbeiten konnte bereits nachgewiesen werden, dass es im
Rahmen eines ischamisch bedingten akuten Nierenversagens zu einer vermehrten
Synthese von Prostaglandin E; und konsekutiv zu einer verminderten Expression
von Oat1 und Oat3 in den proximalen renalen Tubuluszellen kommt (Tokuyama et
al., 2003; Schneider et al., 2006, 2007). Weiterfiihrend konnte gezeigt werden, dass
der nicht-selektive COX-Hemmer Indomethacin die Herunterregulation von Oat1
und Oat3 nach ischamisch bedingtem akuten Nierenversagen sowohl in der
Zellkultur als auch in vivo verhindert (Sauvant et al., 2007; Schneider et al., 2009).

Somit ergab sich die Fragestellung, ob dieser Effekt durch die Verwendung der
selektiven COX-Hemmer SC-560 (COX-1) oder SC58125 (COX-2) weiter
differenziert und somit nahere Riickschllisse auf die Expression von Oat1 und Oat3
auf mRNA- und Proteinebene wahrend eines akuten Perfusionsschadens der Niere

gezogen werden kénnen.

Die Analyse der exprimierten Oat1- und Oat3-mRNA erfolgte mittels Real-Time-
PCR; die Untersuchung der synthetisierten Proteinmenge von Oat1 und Oat3
basierte auf dem Western Blot-Verfahren. Die Proben wurden dem tiefen renalen

Kortex enthommen.

Bei Betrachtung der Abb. 9 und 10 fallt zunachst ein signifikanter Unterschied in der
Expression von Oat1 und Oat3 zwischen scheinoperierten und I/R-behandelten
Tieren auf. Das heilt, wahrend eines iANV kommt zu einer Minderexpression der
organischen Anionentransporter, was bereits von Schneider et al. 2007 festgestellt
wurde (Schneider et al., 2007). Wurden nun selektive COX-Hemmer verwendet, so
zeigten weder SC560 (COX-1, 1 mg/kg KG) noch SC58125 (COX-2, 1 mg/kg KG)
eine signifikante Beeinflussung der mRNA-Menge von Oat1 und Oat3 nach 24-
stiindigem Reperfusionsintervall in scheinoperierten Tieren. Betrachtet man
dagegen die I/R-behandelten Versuchstiere, so wurde die Ischamie-bedingte
Herunterregulation der mRNA sowohl von Oat1 als auch von Oat3 durch SC560
teilweise aufgehoben, wohingegen SC58125 keinerlei Beeinflussung der mRNA-

Menge zeigte.
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Abb. 9: Auswirkungen der selektiven COX-Hemmer SC560 und SC58125 auf die
MmRNA-Menge von Oat1 im renalen Kortex von Sprague-Dawley Ratten nach iANV
und 24-stiindiger Reperfusionsphase.

Der mRNA-Gehalt der Kontrollgruppe wurde dem Wert 1 gleichgesetzt.

* statistisch signifikanter Unterschied zu scheinoperierten Tieren.

# zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied zu Ischamietieren ohne
Medikamentenapplikation.
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Abb. 10: Auswirkungen von SC560 und SC58125 auf die mRNA-Menge von Oat3
im renalen Kortex von Sprague-Dawley Ratten nach iANV und 24-stindiger
Reperfusionsphase.

Der mRNA-Gehalt der Kontrollgruppe wurde dem Wert 1 gleichgesetzt.

* statistisch signifikanter Unterschied zu scheinoperierten Tieren.

# zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied zu Ischamietieren ohne
Medikamentenapplikation.

Ein ahnliches Ergebnis zeigte sich auf Ebene der Proteinexpression (Abb. 11 und
12). Auch hier kommt es zu einer verminderten Expression von Oat1 und Oat3
wahrend eines iIANV mit Nachweis eines positiven Effektes durch Anwendung von
SC560. Auffallig ist der ausgepragte Effekt des selektiven COX-1-Hemmers SC560:
Die Synthese beider Proteine (Oat1 und Oat3) in der Ischamiegruppe unterschied
sich nach der Applikation von SC560 nicht mehr von der Kontroligruppe, die
ebenfalls SC560 erhalten hatte. Das heil}t, eine selektive Hemmung der COX-1 hat
die Ischamie-bedingte Minderexpression der organischen Anionentransporter auf

Proteinebene aufgehoben.
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Abb. 11: Effekt von SC560 oder SC58125 auf die relative Expression von Oat1 in
der Nierenrinde von Sprage-Dawley Ratten 24 Sunden nach renaler Ischamie. Die
Expressionsmenge von Oat1 wurde als prozentuales Verhaltnis zur Kontrollgruppe
(100%) dargestelit.

Der Antikorper gegen Oat1 zeigte eine Bande bei 57kDa.

Das Western Blot Signal von Oat1 wurde gegen das Signal von R-Aktin normalisiert.
* statistisch signifikanter Unterschied zu scheinoperierten Tieren.

# statistisch signifikanter Unterschied zu Ischamietieren ohne
Medikamentenapplikation.
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Abb. 12: Effekt von 1mg/kg SC560 oder SC58125 auf die relative Expression von
Oat3 in der Nierenrinde von Sprage-Dawley Ratten 24 Stunden nach renaler
Ischamie. Die Expressionsmenge von Oat3 wurde als prozentuales Verhaltnis zur
Kontrollgruppe (100%) dargestellt.

Der Antikorper gegen Oat1 zeigte eine Bande bei 65kDa.

Das Western Blot Signal von Oat3 wurde gegen das Signal von R-Aktin normalisiert.
* statistisch signifikanter Unterschied zu scheinoperierten Tieren.

# statistisch signifikanter Unterschied zu Ischamietieren ohne
Medikamentenapplikation.
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4.3 Der Effekt selektiver COX-Inhibitoren auf das PAH-Extraktionsverhaltnis

Die organischen Anionentransporter Oat1 und Oat3 vermitteln den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Sekretion organischer Anionen an
der basolateralen Membran der proximalen Tubuluszelle der Niere. Um den Effekt
von SC560 bzw. SC58125 auf den Transport organischer Anionen messen zu
kénnen, wurde die Extraktionsrate von PAH, als Prototyp einer organischen Saure,
24 Stunden nach dem Ischamieereignis untersucht. Die PAH-Extraktion spiegelt die
basolaterale Aufnahme von PAH in die proximale Tubuluszelle aus dem Blutplasma
wider und dient somit als Indikator fur die Transport- und Funktionsleistung der
organischen Anionentransporter und die Exkretionsleistung der proximalen

Tubuluszelle der Niere.

In unserem etablierten Tiermodell konnten wir bereits nachweisen, dass nach I/R-
Ereignis die Herunterregulierung von rOat1 und rOat3 mit einer verminderten PAH-

Extraktion vergesellschaftet ist (Bischoff et al., 2014).

Aus Abbildung 13 geht hervor, dass es im Rahmen eines iANV zu einer
signifikanten Abnahme der PAH-Extraktionsrate kommt. Durch die Verabreichung
von SC560 (1mg/kg KG) wurde dieser Effekt im Vergleich zur Gruppe der
scheinoperierten Versuchstiere, die ebenfalls SC560 erhalten haben, partiell
aufgehoben. Ubereinstimmend mit der Datenlage (iber die Expression von rQOat1
und rOat3 konnte flir SC58125, appliziert nach renaler Minderperfusion, kein Effekt

nachgewiesen werden.
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Abb. 13: Der Effekt von 1mg/kg SC560 oder SC58125 auf das Extraktionsverhaltnis
von PAH in Sprague-Dawley-Ratten 24 Stunden nach renaler Minderperfusion.
* statistisch signifikanter Unterschied zu scheinoperierten Tieren.

# Statistisch signifikanter Unterschied zu unbehandelten Ischamietieren.

Zusammenfassend zeigt sich somit eine gute Korrelation zwischen der Expression
der organischen Anionentransporter Oat1 und Oat3 und dem dazugehdrigen
Funktionsverhalten der PAH-Extraktionsrate wahrend eines ischamisch bedingten
akuten Nierenversagens. Der selektive COX-1-Hemmer SC560 konnte die
Minderexpression von Oat1 und Oat3 aufheben und fiihrte zu einem Anstieg der
PAH-Extraktionsrate wahrend eines iANV. Um weitere Rickschlisse auf die
gesamte Nierenfunktion ziehen zu kdénnen, wurden im Folgenden die

Nierenfunktionsparameter RPF und GFR berechnet.
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4.4 Der Effekt selektiver COX-Inhibitoren auf Funktionsparameter der Niere

Die PAH-Clearance ist eine valide Messmethode zur Bestimmung des renalen
Plasmaflusses, vorausgesetzt die PAH-Extraktion erfolgt nahezu vollstandig und die
Extraktion unterliegt keinen Veranderungen wahrend des experimentellen Ablaufs.
Um eine vergleichbare und verlassliche Messung der PAH-Clearance und damit der
renalen Durchblutung zu erhalten, korrigierten wir die PAH-Clearance um die PAH-
Extraktionsrate. Daraus ergibt sich eine authentische Messung flir die Bestimmung
des renalen Plasmaflusses auch bei den Versuchstieren, die ein I/R-Ereignis
(beschrieben nach Bischoff et al., 2014) durchlaufen haben und dadurch variable

PAH-Extraktionsraten aufzeigen kénnten.

Wie in Abbildung 14 dargestellt, kam es wahrend eines iANV zu einem starken
Abfall der renalen Perfusion. Duch Applikation von SC560 kam es postischamisch
zu einem signifikanten Anstieg der renalen Durchblutung, wohingegen SC58125
ohne nachweisbare Wirkung blieb. Tatsachlich konnte die Verwendung von SC560
den renalen Plasmafluss in der Versuchstiergruppe der Ischamietiere fast

verdoppeln.

In der Gruppe der scheinoperierten Versuchstiere fihrten sowohl SC560 als auch
SC58125 zu einer Steigerung des renalen Plasmaflusses. Da die PAH-
Extraktionsrate in scheinoperierten Tieren unter Medikamentenapplikation ohne
nachweisbaren Effekt blieb, scheint der renale Plasmafluss demzufolge durch die

selektive Hemmung von COX-1 bzw. COX-2 beeinflusst zu sein.
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Abb. 14: Der Effekt von 1mg/kg SC560 oder SC58125 auf die Perfusion der Niere
in Sprague-Dawley-Ratten 24 Stunden nach renaler Minderperfusion.

* Statistisch  signifikanter Unterschied zu scheinoperierten Tieren ohne
Medikamentenapplikation.

# Statistisch signifikanter Unterschied zu Ischamietieren ohne
Medikamentenapplikation.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch bei Bestimmung der GFR. In bisherigen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Indomethacin den Abfall der GFR 24
Stunden nach Ischamieereignis verringert und zu mehr als einer Verdopplung der
renalen Filtration im Vergleich zu unbehandelten [I/R-Versuchstieren fihrt
(Schneider et al., 2009).

Bei Anwendung selektiver Inhibitoren von COX-Isoformen, stellte sich folgendes
Ergebnis dar (Abb. 15): Unter SC58125 (1mg/kg KG; COX-2-Hemmer) kam es zu
keiner Beeinflussung der GFR nach 24-stiindiger Reperfusionsphase nach
Minderdurchblutung der Niere. Dagegen kam es unter Anwedung von SC560
(Tmg/kg KG; COX-1-Hemmer) zu einem fast 5-fachen Anstieg der GFR im
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Vergleich zu den gemessenen Werten bei scheinoperierten Tieren, die ebenfalls
SC560 erhalten haben. Zwischen unbehandelten scheinoperierten Versuchstieren
und scheinoperierten Versuchstieren mit Medikamentenapplikation konnte kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Somit hat SC560 im Versuchstiermodell der Ratte einen bedeutenden Effekt auf die

renale Filtration nach renaler Ischamie, SC58125 hingegen nicht.
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Abb. 15: Der Effekt von 1mg/kg SC560 oder SC58125 auf die Inulin-Clearance der
Niere in Sprague-Dawley-Ratten 24 Stunden nach renaler Minderperfusion.
* statistisch signifikanter Unterschied zu scheinoperierten Tieren.

# statistisch signifikanter Unterschied zu Ischamietieren ohne
Medikamentenapplikation.
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4.5 Der Effekt selektiver COX-Inhibitoren auf Parameter der renalen

Dysfunktion

Wahrend eines ischamisch bedingten akuten Nierenversagens kommt es zu
Apoptoseprozessen innerhalb des Nierenkortex, Uberwiegend im Bereich der
Epithelzellen (Sheridan et al., 2000). Die gravierendsten Schadigungen finden sich
dabei im Bereich des tiefen Nierenkortex und der auf’eren Markgrenze. Um das
Ausmalt der Nierenschadigung zu detektieren wurde im Zelllysat der
Schadigungszone die Caspase-3-Aktivitat als Apoptose-Marker untersucht. Bei der
Aktivierung der Caspase 3 wahrend des Apoptosevorgangs handelt es sich um
einen irreversiblen Prozess. Somit ist ihre Aktivitatsmessung ein geeignetes Mal} flr

die Beurteilung von Zellschadigungen durch Apoptose.

Wie aus Abbildung 16 hervorgeht, kam es wahrend der Minderperfusion der Niere
zu einer relevanten Zunahme der Caspase-3-Aktivitdt. Weder eine
Scheinbehandlung, noch die Applikation von SC560 bzw. SC58125 beeinflusste die
Caspase-3-Aktivitat. In Versuchstieren mit iANV trat eine erhdhte Aktivitat der
Caspase-3 auf. Dieser Effekt konnte durch SC560 und SC58125 vollstandig
aufgehoben werden. Somit verhindern sowohl COX-1-Hemmer (SC560) als auch
COX-2-Hemmer eine Apoptose im Bereich des Nierenkortex nach ischamisch

bedingtem akuten Nierenversagen .
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Abb. 16: Effekt von 1mg/kg SC560 und SC58125 auf die Caspase-3-Aktivitat als
Apoptosemarker im Nierenkortex 24 Stunden nach renaler Ischamie.
* Statistisch signifikanter Unterschied zu Ischamietieren mit

Medikamentenapplikation und scheinoperierten Tieren (behandelt/unbehandelt).

Die induzierbare NO-Synthase (iNOS) und ihre Hochregulierung im Rahmen eines
iIANV kennzeichnet einen weiteren wichtigen Marker zur Beurteilung einer
Nierenschadigung auf Zellebene (Guan et al., 2006). Um dies zu verifizieren, wurde
iINOS auf mRNA-Ebene im Bereich des tiefen Kortex und der auReren Medulla
untersucht (Abb. 17).
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Abb. 17: Der Effekt von 1mg/kg SC560 und SC58125 auf die iINOS-Induktion im
Nierenkortex 24 Stunden nach renaler Ischamie. Der mRNA-Gehalt von iNOS
wurde auf das jeweilige R-Aktin-Signal normiert. Der iNOS-mRNA-Gehalt der
Kontrollgruppe wurde dem Wert 1 gleichgesetzt.

*  Statistisch  signifikanter Unterschied zu korrespondierender  Gruppe

scheinoperierter Versuchstiere.

Keiner der selektiven COX-Hemmer (SC560 bzw. SC58125) zeigte einen
nachweisbaren Effekt in der Gruppe der scheinoperierten Versuchstiere. Der Gehalt
an iINOS-mRNA war bei den I/R-Versuchstieren stark erhéht und konnte durch den
Einsatz des COX-1-Hemmers SC560 auf die Ausgangswerte zurtickgefihrt werden.
Der COX-2-Hemmer SC58125 zeigte keine Beeinflussung der iNOS-Induktion nach
renaler Minderperfusion und 24-stiindiger Reperfusionsphase. Dies steht in guter
Ubereinstimmung mit den bereits auf renaler Expressions- und Funktionsebene

erhobenen Daten.
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Als dritter Marker wurde das Chemokin MCP-1 (monocytes chemoattracant protein-
1, Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1) untersucht, von dem bekannt ist, dass
seine Synthese nach I/R-Ereignis der Niere durch den Transkriptionsfaktor NF-
kappaB stimuliert wird. MCP-1 stimuliert die medullare und kortikale Einwanderung
von Monozyten und Makrophagen in die Niere nach iANV (Sung et al., 2002).

24 Stunden nach renaler Ischamie war ein dreifacher Anstieg von MCP-1-mRNA im
tiefen Nierenkortex und der aufleren Nierenmarkregion nachweisbar (Abb. 18).
Weder SC560 noch SC58125 konnten der ischamie-bedingten Hochregulierung von
MCP-1 entgegenwirken. Dies deutet auf das Fehlen anti-inflammatorischer Effekte

in der gewahlten Dosierung von jeweils 1mg/kg KG hin.

Sham = scheinoperierte Tiere
I/R = Ischdmietiere

I I > N\
SN B

Abb. 18: Der Effekt von 1mg/kg SC560 oder SC58125 auf die Induktion von MCP-1
im Nierenkortex 24 Stunden nach renaler Ischamie. Der mRNA-Gehalt von MCP-1
wurde auf das jeweilige [3-Aktin-Signal normiert.

*  Statistisch  signifikanter  Unterschied zwischen Ischamietieren und

korrespondierender Gruppe scheinoperierter Versuchstiere.

49



5 Diskussion

5.1 Fragestellung

Die in der vorliegenden Arbeit bearbeitete zentrale Fragestellung ergab sich als
notwendige Schlussfolgerung aus vorherigen Studien, in denen gezeigt werden
konnte, dass die nicht-selektive Hemmung von Cyclooxygenasen durch
Indomethacin positive Auswirkungen auf das renale Outcome nach Schadigung der
Niere durch Ischamie und Reperfusion zeigt und zu einer gesteigerten Expression
und Funktionalitat der organischen Anionentransporter Oat1 und Oat3 nach ANV
fuhrt (Schneider et al., 2009).

Kénnen diese unter Indomethacin erzielten Effekte durch die Anwendung eines
selektiven COX-1- bzw. COX-2-Hemmers weiter diffenziert werden? Und welche
Auswirkungen zeigt eine selektive COX-Hemmung auf das renale Outcome und das

Expressionsverhalten der Transporter organischer Anionen nach iANV?

Dazu wurden die Effekte des selektiven COX1-Hemmers SC560 und des selektiven
COX2-Hemmers SC58125 auf die Expression der organischen Anionentransporter
Oat1 und Oat3, auf das Transportverhalten organischer Anionen und auf

grundlegende Funktionsparameter der Niere untersucht.

5.2 Methodik

Die bisherige Datenlage zum =zeitlichen Reaktionsverhalten der Expression der
organischer Anionentransporter Oat1 und Oat3 sowie der renalen Funktion nach
ischamie-bedingtem akuten Nierenversagen zeigt ein maximales Ausmal} der
Schadigung innerhalb von 6 bis 24 Stunden nach Induktion der Minderperfusion
(Schneider et al.,, 2007, 2009). Aus diesem Grund wurden Messungen auf ein
Reperfusionsintervall von 24 Stunden fokussiert. Die Auswirkungen der renalen
Ischamie, welche nach 24-stindiger Reperfusionsphase beobachtet werden

konnten, stimmten im Wesentlichen mit bisher veroffentlichen Daten Uberein (Raff et
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al., 2005; Schneider et al.,, 2007, 2009), was auf ein zuverlassiges und

reproduzierbares in vivo-Modell des iANV schlie3en lasst.

Die in vitro verwendete O2-Fraktion < 1% reprasentiert einen Sauerstoffpartialdruck
von 7,6 mmHg. Dieser Wert wurde auch in von der Perfusion unterbrochenen
Nierenarealen gemessen und befindet sich unterhalb des kritischen Partialdrucks
fur eine ausreichende Sauerstoffdiffusion in den Nierenkortex (Leichtweiss et al.,
1964; Nelimarkka, 1984).

Der pH-Wert von 6,6 wurde aufgrund der wahrend einer renalen Ischamie in vivo
beschriebenen Azidose gewahlt (Holloway et al., 1986) und sowohl vor als auch

nach der Inkubationszeit kontrolliert.

Die glomerulare Filtrationsrate (GFR) ist ein wichtiger klinischer Parameter zur
Beurteilung der Nierenfunktion und beschreibt dasjenige Volumen an Primarharn,
welches in einer definierten Zeiteinheit von den Glomeruli beider Nieren filtriert wird.
Die renale Clearance gibt die spezifische Eliminationsleistung der Nieren an und
definiert sich als die Menge an Plasmavolumen, die in einem bestimmten Zeitinterall
von einer entsprechenden Substanz eliminiert wird. Mit Hilfe der renalen Clearance
bestimmter Indikatorsubstanzen (Inulin, Kreatinin) kann die GFR ermittelt und somit
Rickschluss auf die renale Funktion gezogen werden. Als Goldstandard fiir die
exakte Bestimmung der GFR hat sich die Indikatorsubstanz Inulin bewahrt, da sie
durch die Glomeruli vollstandig filtriert, im anschlieRenden Tubulussystem jedoch
weder reabsorbiert, produziert, verstoffwechselt oder sezerniert wird. Inulin gehort
zu den Fruktanen und ist ein Polysaccharid aus Fructose und besteht aus

Molekilketten mit bis zu 30 Monomeren.

Ahnlich der GFR ist der renale Plasmafluss nicht direkt messbar und bedarf der
Clearancebestimmung einer Messsubstanz, die im Idealfall nach einmaliger
Durchstrémung durch das Nierenparenchym vollstandig eliminiert wird. Eine nahezu
vollstandige Extraktion ermdglicht die Substanz PAH, welche glomerular filtriert und
tubular sezeniert wird. Nur ein minimaler Anteil wird Uber die Leber extrarenal

eliminiert.
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Samtliche labortechnisch durchgeflihrte Messverfahren (Clearance-Messungen,
Western Blot, RT-PCR) wurden nach standardisierten Protokollen durchgefihrt, um

vergleichbare und prazise Resultate zu erhalten.

Die operativen Eingriffe an Versuchstieren erfolgten alle durch einen
Experimentator, um interindividuelle Abweichungen zu vermeiden. Zum Ausschluss
tierbedingter individueller Unterschiede wurde eine entsprechend reprasentative

Fallzahl gewahlt.

5.3 Die selektiven COX-Hemmer SC560 (COX-1) und SC58125 (COX-2)

SC560 und SC58125 zeigen starke Ahnlichkeiten in ihrer chemischen
Strukturierung und gehdren beide einer heterozyklischen Klasse von
Cyclooxygenase-Inhibitoren an, zu denen unter anderem auch Celecoxib und
Rofecoxib zahlen. SC560 hemmt COX-1 mit einer mittleren inhibitorischen
Konzentration (ICs) von ungeféhr 0,009 uM, COX2 wird dagegen erst mit einer ICs
von 6,3 uM gehemmt (Smith et al., 1998). Folglich hat SC560 eine 700-fach héhere
Wirksamkeit zu COX-1 als zu COX-2.

SC58125 hingegen inhibiert die COX-2 mit einer ICsy von ungefahr 0,7 uM. COX-1
bendétigt eine ICsp von 100 uM. Somit verfligt der selektive COX-2-Hemmer
SC58125 Uber eine 150-fach hohere Wirkstarke zu COX-2 (Miralpeix et al., 1997).
Zum Vergleich zeigt Indomethacin eine ICsy von 0,3 uM fliir COX1 und eine 1C5, von
7,7 uM fir COX-2 (Schneider et al., 2009).

Die Dosierung von 1mg/kg Koérpergewicht wurde gewahlt, um zum einen eine
Vergleichbarkeit zu vorangegangen Arbeiten zu gewahrleisten. Zum anderen sollte
einer moglichen Verschlechterung der renalen Durchblutung vorgebeugt werden.
Die renale Perfusion zeigt sich vor allem im Bereich der Medulla von Prostaglandin
E, abhangig (Hao und Breyer, 2007) und hdher gewahlte Dosierungen kénnten
mdoglicherweise eine Beeinflussung dieses Regulationsmechanismus zur Folge
haben. In Tat verursachte die Gabe von SC560 oder SC8125 in der Gruppe der
scheinoperierten Tiere sogar eine Zunahme der Nierendurchblutung, so dass eher

von einer positiven Beeinflussung der renalen Perfusion auszugehen ist.
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Fir Indomethacin ist eine 25-fache Akkumulierung im Bereich der proximalen
Tubuluszelle der Niere der Ratte beschrieben (Cox et al., 1993). Bei einer
Dosierung von 1mg/kg KG resultiert daraus eine intrazellulare proximale tubulare
Konzentration von Indomethacin von 70 yM (Schneider et al.,, 2009). Diese
Konzentration reicht aus, um sowohl COX-1 (ICsy ~0.3 pM) and COX-2 (IC50 ~ 7.7
MM) hemmen. Legt man diese Konzentrationen auch fiir die selektiven COX-
Hemmer SC560 und SC58125 zugrunde, so sind beide Inhibitor-Konzentrationen im
proximalen Tubulus der Niere ausreichend, um jeweils ihre spezifischen Zielenzyme
zu hemmen

Nach 24-stiindiger Reperfusionsphase zeigt die postischamische Applikation von
SC560 (COX-1-Hemmer, 1mg/kg KG) einen deutlichen Anstieg der Expression von
Oat1 und Oat3. Der spezifische COX-2-Hemmer SC58125 bewirkt keine
Veranderungen im Expressionsverhalten der organischen Anionentransporter.
Diese Ergebnisse spiegeln die in der Zellkultur gewonnenen Daten wider und
unterstreichen die Arbeitshypothese, dass die durch Minderperfusion induzierte
Herunterregulation der organischen Anionentransporter vor allem auf gesteigerte
COX-1-Aktivitat zurtickzufihren ist.

Weiterfilhrend ware zu untersuchen, ob Anderungen der Dosierung zu &hnlich
positiven Effekten durch SC560 fiihren und inwieweit sich daraus mdgliche klinische

Einsatzgebiete und Therapieansatze erarbeiten lassen.

5.4 Funktionsparameter der Niere

Um die Auswirkungen ischamisch induzierter Nierenschadigungen auf die
Nierenfunktion und das renale Outcome nach Ischamie und Reperfusion naher
untersuchen zu kdénnen, wurden GFR und RPF mit Hilfe der Inulin- und PAH-
Clearance in An- und Abwesenheit der selektiven COX-Inhibitoren SC560 (COX-1)
bzw. SC58125 (COX-2) bestimmt.

Die Applikation des selektiven COX-1-Hemmers SC560 verhindert die
Minderexpression der renalen organischen Anionentransporter Oat1 und Oat3 nach
iANV. Die Anwendung von SC58125 zeigte keinen Effekt auf Expressionsebene.
Dies legt die Vermutung nahe, dass auch das Extraktionsverhaltnis von PAH als

klassisches Substrat der organischen Anionentransporter durch selektive COX-1-
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Hemmung positiv beeinflusst wird, da der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei
der Extraktion organischer Anionen aus der Blutstrombahn durch die Transporter
Oat1 und Oat3 vermittelt wird (Dantzler, 2002; EI-Sheikk et al., 2008). Die in dieser
Arbeit durchgefihrten PAH-Messungen konnten diese Annahme bestatigen: Das
PAH-Extraktionsverhaltnis zeigte in der Gruppe der Ischamietiere mit Applikation
von SC560 nach Ischamieereignis eine deutliche Zunahme der PAH-Extraktion,
wohingegen SC58125 keine Zunahme der PAH-Extraktion bewirken konnte.

Zu beachten ist, dass die PAH-Clearance nicht nur von der PAH-Extraktion aus der
Blutstrombahn abhangig ist, sondern auch von der aktiven Sezernierung Uber die
apikale Membran in das Tubuluslumen, der PAH-Nettosekretion. Ist dieser apikale
Transportprozess eingeschrankt, so kénnte die daraus folgende intrazellulare
Ubersattigung mit organischen Anionen sekundar in einer verminderten Extraktion
von PAH aus der Blutstrombahn resultieren. Andererseits konnte in einer
tierexperimentellen Studie nachgewiesen werden, dass die PAH-Nettosekretion
nach Ischamie in gleichem Male wie die PAH-Extraktion abnimmt (Bischoff et al.,
2014) und mit einer Minderexpression von Oat1 und Oat3 einhergeht (Schneider et
al.,, 2007, 2009). Somit stellt die PAH-Nettosekretion eine Funktion des PAH-

Extraktionsverhaltnis und der basolateralen Aufnahme von PAH dar.

Hocherl et al. konnten 2009 ahnlich positive Auswirkungen auf das
Expressionsverhalten von Oat1 und Oat3 und die Sekretion organischer Anionen 12
Stunden nach Ischamierereignis unter Verwendung des COX2-Inhibitors Parecoxib
mit einer Dosierung von 20mg/kg nachweisen (Hocherl et al.,, 2009). Neben dem
unterschiedlichen experimentellen Ablauf, wobei der COX-2-Hemmer 1 Stunde vor
eine 30-minltigen Ischamiephase gefolgt von 12 Stunden Reperfusion verarbreicht
wurde, wurden die Abweichungen zu den Messungen in der vorliegenden Arbeit vor
allem auf die eingesetzte hohe Dosierung von Parecoxib zurlickgefiihrt. Parecoxib
ist eine wasserlosliche Vorstufe des Cyclooxygenase-2-Hemmers Valdecoxib
(Mehta et al., 2008). Werden dieselben Berechnungen fir die intrazellulare tubulare
Konzentration von Valdecoxib wie fur SC560, SC58125 und Indomethacin zu
Grunde gelegt, so resultiert eine tubuldre Konzentration von 100 uM. Diese ist bei
weitem ausreichend, um sowohl COX-1 (ICso von 21,9 uM) als auch COX-2 (ICsq
0,24 uM) zu hemmen (Mehta et al., 2008).
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Somit stehen die hier vorgestellten Daten in guter Ubereinstimmung mit der
Hypothese einer tber COX-1-Metabolite induzierten Herunterregulation von Oat1
und Oat3 nach renaler Ischamie. In weiterflihrenden Arbeiten sollte der genaue

Regulationsmechanismus der Expression von Oat1 und Oat3 untersucht werden.

Der Abfall der GFR 24 Stunden nach stattgefundener Ischamie kann durch den
Einsatz von SC560 nahezu vollstandig aufgehoben werden, was ein deutlicher
Hinweis auf ein verbessertes Outcome der Niere nach iANV ist. Die spate Abnahme
der GFR (24 Stunden nach Ischamie) wird zumindest teilweise tubuloglomerularen
Ruckkopplungs-Mechanismen (Tubuloglomerular feedback, TGF) zugeschrieben
(Kim et al., 2000). Dabei kommt es durch erhéhte Natriumkonzentrationen im
Tubuluslumen infolge einer gestdrten Natriumresorption zu einer Konstriktion des
Vas afferens des Glomerulums mit konsekutivem Abfall der GFR (Tanner und
Knopp, 1986). Zudem gibt es Hinweise, dass das tubuloglomerulare Feedback dem
Einfluss von COX-1 (Araujo et al., 2010) und von COX-2 (Araujo et al., 2009)
unterliegt.

Die Datenlage ist somit ausreichend, um die positiven Auswirkungen von SC560 auf
die GFR zu erklaren. Jedoch bietet sie keine Erklarung, warum nach der Applikation
von SC58125 kein Effekt zu beobachten ist. Moglicherweise wirkt dem vorhandenen
positiven Effekt von SC58125 auf die GFR durch das tubuloglomerulare Feedback
eine Hemmung der medullaren Durchblutung entgegen, welche sich abhangig von
der Anwesenheit von COX-2-Metaboliten zeigte (Qi et al., 2002).

Dennoch stellt die Hemmung des tubuloglomeruldren Feedbacks durch eine
beeintrachtigte Funktion der COX-1 einen mdglichen Erkldrungsansatz fur die
positive Beeinflussung des GFR 24 Stunden nach stattgefundener Ischamie durch
SC560 dar. Alternativ konnte die durch SC560 hervorgerufene Normalisierung der
glomerularen Filtrationsrate nach |I/R-Schaden der Niere auch auf eine
Funktionserhaltung der Niere, bedingt durch beglnstigende Effekte auf die

Ausscheidung renaler Metabolite, zurlickzufiihren sein.

Es lasst sich zusammenfassen, dass die Durchblutung der Niere und der
Funktionsparameter GFR eine positive Beeinflussung durch den selektiven COX-1-
Hemmer SC560 erfahren, was auf eine protektive Rolle der Hemmung der COX-1

wahrend der Reperfusionsphase nach renaler Ischamie schliel3en Iasst.
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5.5 Stellenwert inflammatorischer und zelluarer Prozesse

Die beeintrachtigte Ausscheidung harnpflichtiger Endprodukte des Stoffwechsels
aggraviert das Schadigungsausmall nach renaler Minderperfusion (Russ et al.,
2007). Die verminderte Expression von Oat1 und Oat3 und die hierdurch
hervorgerufene Akkumulation metabolischer anionischer Substanzen spielt dabei
mdglicherweise eine Rolle. Dementsprechend kdnnte durch postischdmische
Aufrechterhaltung der Sekretion organischer Anionen mittels Verabreichung von
SC560 die durch Minderperfusion hervorgerufene Nierenschadigung reduziert
werden.

Zusatzlich spielen inflammatorische Prozesse eine wesentliche Rolle bei der
Entstehung renaler Schadigungen nach stattgefundener Ischamie (Bonventre et al.,
2004; Kinsey et al, 2008). Das Chemokin MCP-1 wird durch
Entziindungsmediatoren aktiviert und nach einem Ischamie-Reperfusionsschaden
der Niere verstarkt exprimiert (Rice et al., 2002). Dies fiihrt zu einer Chemotaxis von
Monozyten und Makrophagen in das geschadigte Nierenareal. Da COX auch in
inflammatorische Prozesse involviert sind, kénnte deren Hemmung zu einer
verbesserten Nierenfunktion nach I/R-Ereignis beitragen. In der vorliegenden Arbeit
konnte eine zwar gesteigerte Synthese von MCP-1-mRNA nach |/R-Ereignis
nachgewiesen werden, allerdings zeigte weder eine selektive COX-1- bzw. COX-2-
Hemmung in der gegenwartig verwendeten Dosierung eine Beeinflussung des
Entziindungsmarkers MCP-1 auf Expressionsebene.

Dies steht in guter Korrelation mit zuvor erhobenen Daten anderer Arbeitsgruppen.
Schneider et al. konnten nachweisen, dass die Anwendung des nicht-selektiven
COX-Hemmers Indomethacin keinen Einfluss auf das Migrationsverhalten von
Makrophagen und Monozyten in den renalen Kortex nach Ischamieereignis zeigt
(Schneider et al., 2009). Die von Sauvant et al. gewonnenen Ergebnisse konnten
keinen Effekt auf die nach |/R-Ereignis gesteigerte Synthese von MCP-1
nachweisen (Sauvant et al., 2010).

Die induzierbare NO-Synthase und ihre Hochregulierung im Rahmen eines iANV
kennzeichnet einen weiteren wichtigen Marker zur Beurteilung einer
Nierenschadigung auf Zellebene (Guan et al., 2006). Die iNOS ist hauptsachlich im
proximalen Tubulus lokalisiert und dem Anstieg von Stickstoffmonoxid durch iNOS

wird eine zentrale Rolle bei der Entstehung postischamischer Nierenschadigungen
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zugeschrieben (Guan et al., 2006; Goligorsky et al., 2002). Im Gegensatz zu MCP-1
wird die Induktion der iINOS durch Applikation von SC560 nach I/R-Ereignis
abgeschwacht. Eine COX-2-Hemmung durch SC58125 zeigte keine Beeinflussung
der iINOS-Induktion.

NO ist eine potentiell vasodilatatorische Substanz mit positiver Beeinflussung des
glomerularen Filtrationsdrucks und der GFR (Gardiner et al., 1990). Postischamisch
scheint diese durch NO-vermittelte Regulation des Gefaldtonus trotz Anstieg der
NO-Synthese negativ beeinflusst zu sein, was sich in einem Abfall der GFR und des
RBF widerspiegelt. Dies wird vor allem auf eine verminderte NO-Sensibilitdt auf
zellularer Ebene nach iANV zurickgefuhrt (Kin et al., 1995).

Zusammengefasst weist die Aktivierung der iNOS verglichen mit der glomerularen
Filtrationsrate als reprasentativer Funktionsparameter der Niere ein gegenlaufiges

Reaktionsmuster auf.

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben einen Hinweis darauf, dass sich der Einsatz
eines selektiven COX-1-Hemmers positiv auf schadigende Effekte auf Zellebene
nach renaler Ischamie auswirkt. Apoptoseprozesse, welche sich nach renaler
Minderperfusion ereignen, werden sowohl durch selektive COX-1- als auch COX-2-
Hemmer in positiver Weise beeinflusst. In Zusammenschau mit der Tatsache, dass
der Ablauf inflammatorischer Prozesse eher tber COX-2 als iber COX-1 gesteuert
wird (Matsuyama et al., 2005) ist es unwahrscheinlich, dass die durch SC560
induzierte Verringerung eines Ischamie-Reperfusions-Schadens der Niere auf anti-

entzlindliche Regulationsmechanismen zurlickzufiihren ist.
Fir das unterschiedliche funktionelle Verhalten inflammatorischer Parameter auf

Zellebene lasst der erreichte Stand der in dieser Arbeit erhobenen Daten keinen

ausreichend erklarenden Ansatz zu.
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5.6 Die Beeinflussung des renalen Plasmaflusses durch selektive COX-

Inhibitoren

Als Klinischer Parameter zur Bestimmung des renalen Plasmaflusses und
Beurteilung der Nierenfunktion dient die PAH-Clearance. PAH ist der Prototyp einer
organischen Saure und wird nahezu vollstandig wahrend der Nierenpassage
ausgeschieden. Die PAH-Extraktion erfolgt dabei Uber ein Transportsystem fir
organische Anionen in den proximalen Tubuluszellen der Niere, welches eine
entscheidende Rolle bei der Ausscheidung medikamentdser und potentiell toxischer
Substanzen spielt (Perri et al.,, 2003, Van Montfoort et al., 2003). Das
Transportsystem extrahiert und sezerniert organische Anionen nahezu vollstandig.
Somit reflektiert die PAH-Extraktion die basolaterale Aufnahme von PAH in die
proximale Tubuluszelle aus dem Blutplasma und ermdglicht damit Rickschlisse auf
die Funktions- und Transportleistung der organischen Anionentransporter.

Die wahrend der Reperfusionsphase beobachtete Herunterregulation der
organischen Anionentransporter Oat1 und Oat3 nach ischamisch induziertem
akuten Nierenversagen (Matsuzaki et al., 2007; Schneider et al., 2007; Di Giusto et
al., 2008) fuhrt konsekutiv zu einer verminderten Extraktion von PAH aus dem
Blutplasma. Diese Beobachtungen lassen sich durch die in dieser Arbeit erhobenen
Daten bestatigen. 24 Stunden nach Ischamieereignis konnte ein signifikant
erniedrigtes PAH-Extraktionsverhaltnis aus dem Blutplasma detektiert werden.

Nach Nierentransplantation kommt es zu einem Abfall der PAH-Clearance fir
mindestens 7 Tage post transplantationem (Corrigan et al. 1999). In derselben
Arbeit kamen die Autoren zu dem Ergebnis, dass der mit Hilfe der PAH-Clearance
ermittelte renale Plasmafluss nach Ischamie und Reperfusion infolge einer
verminderten PAH-Extraktion stark unterschatzt wird (Corrigan et al.,, 1999). Das
bedeutet, dass eine um die PAH-Extraktion korrigierte PAH-Clearance eine
authentischere Messmethode flir die Bestimmung des renalen Plasmaflusses
darstellt, da sie die tatsachliche Extraktion von PAH reflektiert somit eine bessere
Vergleichbarkeit unterschiedlicher experimenteller Versuchsbedingungen mit
variierender PAH-Extraktion aus der Blutstrombahn ermdéglicht. Dieser Ansatz, dass
die PAH-Clearance nicht die renale Durchblutung nach Ischamie und Reperfusion
widerspiegelt, wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen bestatigt (Dible et al.,
1950; Eisenbach et al., 1974; Myers et al., 1984). Dabei scheint die verminderte
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Expression der geschwindigkeitsbestimmenden Anionentransporter Oat1 und Oat3
der proximalen Tubulusepithelzellen eine entscheidende Rolle zu spielen (Bischoff
et al., 2014).

Somit wirde auch die in der Literatur allgemein anzutreffende Formulierung, dass
die GFR maligeblich von der renalen Durchblutung und dem renalen Plasmafluss
abhangig ist, in Frage gestellt werden, wobei die dazu vorliegende Studienlage eine
hohe Heterogenitat aufweist (Prowle et al., 2009) und bereits andere Arbeiten eine
deutliche Diskrepanz zwischen GFR und tatsachlichem renalen Plasmafluss
nachweisen konnten (Prowle et al.,, 2010). Das exakte Verstandnis der
pathogenetischen Ablaufe, die einen Abfall der GFR erklaren, ist damit essentiell,

um weitere zielgerichtete therapeutische Strategien zu entwickeln.

Die renale Durchblutung wird in der Versuchstiergruppe der scheinoperierten Tiere
sowohl durch SC560 als auch durch SC58125 positiv beeinflusst. Dieser
stimulierende Effekt wird auf die Abhangigkeit der tubuloglomerularen
Ruckkopplung von COX-1 (Araujo et al., 2010) und COX-2 (Araujo et al., 2009) als
wahrscheinlichsten Erklarungsansatz zuriickgefihrt.

Andererseits konnte in der Versuchstiergruppe der Ischamietiere mit 24-stiindiger
Reperfusionsphase nur die Applikation des selektiven COX-1-Hemmers SC560 eine
Ischamie-bedingte Minderperfusion der Niere vermindern, der selektive COX-2-
Hemmer SC58125 bewirkte dagegen keine Zunahme des renalen Plasmaflusses.
Dies lasst sich vermutlich auf den inhibitorischen Effekt von SC58125 auf die
Synthese von COX-2-Mebaboliten nach Beginn der Reperfusion zurtckfihren.
Dadurch bleibt eine Stabilisierung des medullaren Palsmaflusses aufgrund
fehlender COX-2-Metabolite aus (Qi et al.,, 2002) und der durch Hemmung des
tubuloglomeruldren Feedbacks induzierte positive Effekt von SC58125 auf die
renale Durchblutung wird somit aufgehoben.

Demzufolge hat SC58125 insgesamt betrachtet keinen forderlichen Einfluss auf die
Durchblutungssituation der Niere nach stattgefundener Ischadmie. Demgegentber
steht der COX-1-Hemmer SC560 mit keinen Regulationsmechanismen den
medullaren Plasmafluss betreffend in Zusammenhang und fihrt nach I/R-Ereignis
zu einer deutlich nachweisbaren Steigerung des renalen Plasmaflusses im

Vergleich zu unbehandelten Ischamietieren.
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Sollte sich diese mechanistische Erklarung bestatigen, wirde dies einen neuen
Ansatz fiur klinische Therapieoptionen der akuten Nierenschadigung oder nach
Nierentransplantation bieten — da vor allem NSAIDs und selektive COX-2-
Inhibitoren mit einem erhéhten Riskio fir eine akute Nierenschadigung in
Verbindung gebracht werden (Huerta et al., 2005) und eine selektive COX-1-
Inhibition nach akuter ischamischer Nierenschadigung bisher nur sparlich in Studien

untersucht wurde (Perrone et al., 2010; Calvello et al., 2012).

Zusammenfassend geben die aus dieser Arbeit gewonnenen Daten erste Hinweise
darauf, dass ein direkt nach renaler Ischamie applizierter selektiver COX-1-Hemmer
(SC560, 1mg/kg KG) positive Auswirkungen auf das renale Outcome nach I/R-
Schadigung zeigt.

Ob und in welchem Ausmal sich diese deutliche Verbesserung der Nierenfunktion
mechanistisch durch positive Effekte im Bereich der tubularen Funktion, der renalen
Durchblutung oder der glomerularen Filtration erklaren lasst, sollte Schwerpunkt

weiterfiihrender Arbeiten sein.
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6 Zusammenfassung

Resultat vorangegangener Arbeiten war eine durch den nicht-selektiven
Cyclooxygenasehemmer Indomethacin (Dosierung 1mg/kg KG) induzierte
Verbesserung der Expression und Funktionalitit der renalen organischen
Anionentransporter Oat1 und Oat3 nach Minderperfusion der Niere. Zudem
verbesserte sich das renale Outcome nach Ischamie- und Reperfusionsschaden
deutlich. Nachdem in der vorliegenden Arbeit unterschiedliche Effekte der selektiven
COX-1- bzw. COX-2-Hemmern SC560 (COX-1) und SC58125 (COX-2) auf den
Transport organischer Anionen nach Ischamie und Reperfusion in vitro
nachgewiesen werden konnten, wurde Effekt von SC560 und SC58126 auf die
Expression und Funktion von Oat1 und Oat3 sowie auf relevante Parameter der
Nierenfunktion nach ischamisch induziertem akuten Nierenversagen im

Versuchstiermodell der Ratte untersucht.

Das iAKI wurde durch beidseitiges temporares Abklemmen der Nierenarterien fur 45
Minuten induziert. Der Gehalt an Oat1 und Oat3 wurde mittels Real-Time-PCR und
Western Blot ermittelt. Des Weiteren wurden die GFR (glomerulare Filtrationsrate),
PAH-Clearance und das PAH-Extraktionsverhaltnis mit Bestimmung des renalen
Plasmaflusses berechnet. Alle Parameter wurden nach einer 24-stindigen

Reperfusionsphase detektiert.

Die Applikation des COX-1-Inhibitors SC560 bewirkte in der Versuchstiergruppe der
Ischamietiere eine Restitutio der Expression von Oat1 und Oat3 und fiihrte zu einer
signifikanten Verbesserung der renalen Perfusion. Die Funktionaltat der
organischen Anionentransporter Oat1 und Oat3, welche den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Exkretion organischer Anionen an
der basolateralen Membran der Tubulusepithelzelle der Niere vermitteln, konnte
durch Anwendung des selektiven COX-1-Hemmers SC560 wieder hergestellt
werden. Dariber hinaus verbesserte sich das renale Outcome, gemessen anhand
der GFR, erheblich. Die Verwendung des COX-2-Inhibitors SC58125 konnte diese

Resultate nicht erzielen.
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Zusammenfassend deutet diese Arbeit darauf hin, dass die postischamische
Anwendung des selektiven COX-1-Hemmers SC560 die durch Minderperfusion
induzierte Herunterregulation von Oat1 und Oat3 wahrend der Reperfusion
verhindert und einen protektiven Effekt auf die Nierenfunktion hat. Ob und inwieweit
die signifikant verbesserte renale Funktion mechanistisch auf eine verbesserte
tubuladre Funktion, renale Perfusion oder glomerulare Filtration zuriickzuflihren ist,

bleibt Aufgabenstellung zukiinftiger Arbeiten.
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8 Thesen

1. Die durch renale Minderperfusion induzierte Herunterregulation organischer

Anionentransporter wird durch COX-1 vermittelt.

2. Eine selektive Hemmung der COX-1 durch SC560 hebt die Ischamie-bedingte

Herunterregulation der organischen Anionentransporter auf Proteinebene auf.

3. Das PAH-Extraktionsverhaltnis wird durch Applikation des selektiven COX-1-

Hemmers SC560 nach einem renalen Ischamieereignis positiv beeinflusst.

4. Der renale Plasmafluss wird durch die Applikation des Cyclooxygenase-1-

Hemmers SC560 nach Ischdamie und Reperfusion positiv beeinflusst.

5. Die PAH-Clearance nach Ischamie und 24-stiindiger Reperfusionsphase wird
mafigeblich durch die vermindere renale Extraktion von PAH infolge einer
Herunterregulation der organischen Anionentransporter Oat1 und Oat3

beeinflusst.

6. Der Stellenwert der renalen Minderperfusion nach ischdmisch induziertem
Nierenversagen ist aufgrund fehlender Korrektur der PAH-Clearance

Uberschatzt.

7. Der Abfall der glomeruldren Filtrationsrate nach ANV ist nicht auf einen

eingeschrankten renalen Blutflusys zurtckzufihren.
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