
 

 

Aus dem Institut für Pharmakologie und Toxikologie  

der Universität Tübingen 

Abteilung Pharmakologie und Experimentelle Therapie 

Leiter: Professor Dr. H. Oßwald 
 

 

Lokalisation und Expression der  
S-Adenosylhomocystein-Hydrolase und des Adenosin-

A1-Rezeptors in der Rattenniere unter Kontroll- und 
pathologischen Bedingungen 

 

 

Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades 

der Medizin 

 

 

der Medizinischen Fakultät 

der Eberhard-Karls-Universität 

zu Tübingen 

 

 

vorgelegt von 

 

Jan Benjamin Roll 

aus 

Schwäbisch Gmünd 

2008 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Dekan:  Professor Dr. I. B. Autenrieth 

1. Berichterstatter: Privatdozentin Dr. D. Kloor 

2. Berichterstatter: Privatdozentin Dr. H. Schmid 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Meiner Familie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Inhaltsverzeichnis 

 I

Inhaltsverzeichnis 
 
1 Einleitung................................................................................................... 1 

1.1 Das Enzym S-Adenosylhomocystein-Hydrolase .................................. 1 

1.2 Adenosin und Adenosinrezeptoren ...................................................... 6 

1.3 Eigene Fragestellung ......................................................................... 14 

2 Material und Methoden ........................................................................... 16 
2.1 Untersuchungsgut .............................................................................. 16 

2.2 Tiermodelle ........................................................................................ 16 

2.2.1 Modell der diabetischen Nephropathie 

              (Experimenteller Diabetes mellitus)............................................. 16 

2.2.2 Modell der hypoxischen Nephropathie 

              (Experimentelle systemische Hypoxie)........................................ 17 

2.2.3 Modell der Puromycin-Aminonukleosid-Nephrose 

              (PAN; Experimentelle Glomerulonephritis) .................................. 17 

2.3 Organentnahme ................................................................................. 18 

2.4 Immunhistochemie ............................................................................. 19 

2.4.1 Färbung ...................................................................................... 19 

2.4.2 Mikroskopie, Fotografie und Bildbearbeitung.............................. 23 

2.5 Quantitative Analyse der Adeninnukleoside mittels HPLC................. 24 

2.5.1 Gewinnung des Nierenextraktes und Aufarbeitung der Proben für 

 die HPLC .................................................................................... 25 

2.5.2 Festphasenextraktion.................................................................. 26 

2.5.3 HPLC-Analyse ............................................................................ 27 

2.6 Genexpressionsanalyse durch real-time-RT-PCR ............................. 29 

2.6.1 RNA-Isolation.............................................................................. 30 

2.6.2 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration ................ 30 

2.6.3 Reverse Transkription................................................................. 31 

2.6.4 Real-time quantitative PCR-Analyse........................................... 31 

2.7 Proteinbiochemische Untersuchung................................................... 36 

2.7.1 Extraktion zytosolischer Proteine ................................................ 36 

2.7.2 Extraktion der Membranproteine................................................. 36 



Inhaltsverzeichnis 

 II

2.7.3 Proteinbestimmung ..................................................................... 37 

2.7.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)................. 38 

2.7.5 Western Blot ............................................................................... 40 

2.7.6 Photometrische Bestimmung der SAH-Hydrolase-Aktivität......... 41 

2.8 Statistik .............................................................................................. 44 

3 Ergebnisse............................................................................................... 45 
3.1 Nierengewicht .................................................................................... 45 

3.2 Proteinausscheidung im Urin ............................................................. 45 

3.3 Immunhistochemische Lokalisation der SAH-Hydrolase.................... 46 

3.3.1 Lokalisation der SAH-Hydrolase unter physiologischen

 Bedingungen in der Niere der adulten Ratte............................... 46 

3.3.2 Lokalisation der SAH-Hydrolase in der Niere der adulten Ratte 

 unter experimentell induziertem insulinabhängigen Diabetes 

 mellitus (IDDM) ........................................................................... 51 

3.3.3 Lokalisation der SAH-Hydrolase in der Niere der adulten Ratte 

 unter experimenteller systemischer Hypoxie .............................. 53 

3.3.4 Lokalisation der SAH-Hydrolase in der Niere der adulten Ratte mit 

 Puromycin-Aminonukleosid-Nephrose (PAN) ............................. 55 

3.4 Immunhistochemische Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors....... 59 

3.4.1 Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors unter physiologischen 

 Bedingungen in der Niere der adulten Ratte............................... 59 

3.4.2 Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors in der Niere der adulten 

 Ratte unter experimentell induziertem insulinabhängigen Diabetes 

 mellitus (IDDM) ........................................................................... 62 

3.4.3 Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors in der Niere der adulten 

 Ratte unter experimenteller systemischer Hypoxie ..................... 64 

3.4.4 Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors in der Niere der adulten 

 Ratte mit Puromycin-Aminonukleosid-Nephrose (PAN).............. 66 

3.5 Quantitative Analyse der Adeninnukleoside und Bestimmung des  

 Methylierungspotentials (MP)............................................................. 69 

3.6 Bestimmung der Expression des SAH-Hydrolase-Gens und des  

 Adenosin-A1-Rezeptor-Gens auf mRNA-Ebene................................. 70 



Inhaltsverzeichnis 

 III

3.7 Bestimmung der Proteinexpression der SAH-Hydrolase und des  

 Adenosin-A1-Rezeptors...................................................................... 72 

3.7.1 Western-Blot-Analyse der SAH-Hydrolase ................................. 72 

3.7.2 Western-Blot-Analyse des Adenosin-A1-Rezeptors .................... 74 

3.8 Aktivitätsbestimmung der SAH-Hydrolase ......................................... 75 

4 Diskussion ............................................................................................... 76 
4.1 Immunhistochemische Lokalisation der SAH-Hydrolase.................... 77 

4.2 Immunhistochemische Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors....... 84 

4.3 Quantitative Analyse der Adeninnukleoside und Bestimmung des  

 Methylierungspotentials (MP)............................................................. 87 

4.4 Bestimmung der Expression des SAH-Hydrolase-Gens und des  

 Adenosin-A1-Rezeptor-Gens auf mRNA-Ebene................................. 88 

4.5 Bestimmung der Proteinexpression der SAH-Hydrolase und des  

 Adenosin-A1-Rezeptors sowie Aktivitätsbestimmung der SAH-

 Hydrolase........................................................................................... 90 

4.6 Schlussfolgerung ............................................................................... 92 

5 Zusammenfassung ................................................................................. 93 
6 Literaturverzeichnis ................................................................................ 96 
7 Anhang................................................................................................... 113 

7.1 Abkürzungsverzeichnis .................................................................... 113 

7.2 Abbildungsverzeichnis ..................................................................... 118 

7.3 Tabellenverzeichnis ......................................................................... 121 

8 Danksagung........................................................................................... 122 
9 Lebenslauf ............................................................................................. 124 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Einleitung 
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1 Einleitung 
 

1.1 Das Enzym S-Adenosylhomocystein-Hydrolase 

 

Die S-Adenosylhomocystein-(SAH)-Hydrolase (EC-Nummer: 3.3.1.1) wurde 

erstmals im Jahre 1959 von de la Haba und Cantoni in der Rattenleber als 

zytoplasmatisches Enzym beschrieben [43]. Sie katalysiert die reversible 

Thioetherbildung von S-Adenosylhomocystein (SAH) aus Adenosin und 

Homocystein. Das thermodynamische Gleichgewicht dieser Reaktion liegt in 

vitro deutlich auf Seite der Synthese, was in der Gleichgewichtskonstanten von 

Keq= 10-6 M zum Ausdruck kommt. Jedoch wird unter physiologischen 

Bedingungen die Hydrolyse favorisiert, da die beiden Reaktionsprodukte 

Adenosin und Homocystein schnell und wirkungsvoll aus dem Gleichgewicht 

entfernt werden [28]. Im Säugetierorganismus liegt das Enzym in tetramerer 

Form vor, wobei jede Untereinheit als Koenzym ein Molekül NAD+ in fester 

Bindung enthält, das direkt an der katalytischen Wirkung des Apoenzyms 

beteiligt ist [110].  

Die molekulare Gesamtmasse ist in der Literatur recht einheitlich mit 188000 bis 

190000 Da angegeben. Für die Untereinheiten sind je nach Spezies diskrete 

Unterschiede beschrieben: so zum Beispiel in der Rattenleber 47000 Da [56], 

beim Menschen 47660 Da [38] und in der Rinderniere 47500 Da [75]. Die SAH-

Hydrolase ist ein in der Evolution sehr gut konserviertes Enzym. So stimmen 

die Moleküle von Mensch und Ratte in ihrer Aminosäuresequenz zu 97 % 

überein [38]. Die Tatsache, dass Mäuseembryos nach Ausschaltung des SAH-

Hydrolase-Gens versterben, zeigt die existenzielle Bedeutung des Enzyms für 

den Organismus [94]. Beim Menschen ist eine SAH-Hydrolase-Defizienz 

beschrieben [8, 9, 79], bei der es durch zwei Punktmutationen im SAH-

Hydrolase-Gen zu einem starken Abfall der Enzymaktivität kommt. 

Leitsymptome dieser hereditären Stoffwechselerkrankung, die mit dem Leben 

vereinbar ist, sind eine retardierte psychomotorische Entwicklung im Kindesalter 

sowie multiple neurologische Auffälligkeiten. Ferner kommt es zu 

pathologischen Veränderungen in mehreren anderen Geweben und Organ-
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systemen. Inzwischen wurde auch eine intranukleäre Lokalisation der SAH-

Hydrolase nachgewiesen [117], und zwar in transkriptionell aktiven Zellkernen 

des Afrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis), wo es zu einer 

Kolokalisation der SAH-Hydrolase mit der RNA-Polymerase II kommt. Dabei 

wird der SAH-Hydrolase eine entscheidende Rolle bei der 

Methylierungsreaktion der Kopfgruppe (Cap-Struktur) am 5’-Ende der mRNA 

zugeschrieben. 

Die Bedeutung der SAH-Hydrolase erklärt sich aus ihrer zentralen Position im 

Intermediärstoffwechsel, die eine Verbindung zwischen dem Energie-, 

Methylierungs-, Transsulfurierungs- und Purinstoffwechsel herstellt (Abb. 1).  

 

 

S-Adenosylmethionin

S-Adenosylhomocystein Methionin

Homocystein

Adenosin

InosinAMP

Betain

Dimethylglycin

Methyl-TH-Folat

TH-Folat

Cystathionin

Dc-SAM + CO2

ATP

P + PPi i

Akzeptoren:
Guanidinoacetat, Glycin
Ethanolamin, Noradrenalin
DNA, mRNA

Methylierte Akzeptoren:
Kreatin, Sarcosin
Cholin, Adrenalin
CH -DNA, capped-mRNA3

Protein

ADAADO-Kinase

Methyl-
Transferasen MAT

Cystathionin-ß-Synthase

BHMT

MEHT

Serin

SAM-Decarboxylase

 
 

Abb. 1 Stellung der SAH-Hydrolase im Intermediärstoffwechsel (modifiziert nach Kloor). 
 METH - 5-Methyltetrahydrofolat-Homocystein-S-Methyltransferase; BHMT - Betain-

Homocystein-S-Methyltransferase;  MAT - Methionin-Adenosyl-Transferase; ADA - 
Adenosindesaminase   
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Das Substrat der SAH-Hydrolase, S-Adenosylhomocystein (SAH), entsteht im 

Organismus neben dem methylierten Reaktionsprodukt in S-Adenosyl-

methionin-(SAM)-abhängigen Methylierungsreaktionen [27]. Der Abbau durch 

die Hydrolase ist der bislang einzige bekannte Stoffwechselweg, über den das 

SAH in Vertebraten metabolisiert wird [50]. Seine Akkumulation führt sowohl in 

vitro [39] als auch in vivo [122] zu einer Produkthemmung vieler SAM-

abhängiger Methyltransferasen im Sinne einer negativen Rückkopplung. Daher 

ist ein effektiver Abbau des entstehenden SAHs Grundvoraussetzung für einen 

effizienten Ablauf von Methylierungsreaktionen [68]. 

SAM wird enzymatisch aus Methionin und ATP synthetisiert [26]. Ihm kommt im 

Säugetierorganismus eine essentielle Bedeutung als Methylgruppendonator in 

den meisten Methylierungsreaktionen zu, während 5-Tetrahydrofolsäure, 

Methylcobalamin und Betain nur in wenigen Fällen als solcher fungieren. 

Darüber hinaus ist SAM der einzige Propylaminogruppendonator und ist 

dadurch entscheidend an der Biosynthese der Polyamine beteiligt, die 

bedeutend sind für das zelluläre Wachstum und die zelluläre Differenzierung 

[29]. Das Diamin Putrescin bildet die Vorstufe der Polyamine Spermin und 

Spermidin, die in allen Geweben vorkommen und ihre Bezeichnung nach dem 

reichlichen Auftreten in der Spermaflüssigkeit erhalten haben. Bei der 

Biosynthese der Polyamine kondensiert Putrescin mit decarboxyliertem SAM, 

von dem es den Propylaminrest übernimmt, zu Spermidin. Durch Ankoppelung 

eines weiteren Propylaminrestes entsteht Spermin [86]. 

Biologische (Trans-)Methylierungen spielen bei einer Vielzahl physiologischer 

Prozesse eine wichtige Rolle. Neben DNA, RNA und Proteinen werden auch 

Phospholipide sowie niedermolekulare Substanzen, wie z. B. Glycin, 

Noradrenalin und Guanidinoacetat, methyliert. Die DNA-Methylierung ist im 

Säugetierorganismus essentiell für die Regulation der Genaktivität und der 

Zelldifferenzierung [32]. Die Methylierung beeinflusst die Wechselwirkung der 

DNA mit Proteinen und kann so unter anderem die Bindungsfähigkeit für 

Transkriptionsfaktoren, Restriktionsenzyme und Steroidhormonrezeptoren 

verändern [23]. In Tumorzellen wird eine aberrante DNA-Methylierung 

beobachtet [135]. Nach Integration von Virusgenomen in die Chromosomen 
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eukaryontischer Wirtszellen gibt es eine Korrelation zwischen dem 

Methylierungsmuster und der Transkriptionsrate. Des Weiteren könnte eine 

Beziehung zwischen der Viruslatenz und der DNA-Methylierung bestehen [32]. 

Während die Methylierung der rRNA eine wichtige Rolle bei deren Reifung 

spielt [25], kann die posttranskriptionelle Methylierung der tRNA deren 

Resistenz gegenüber enzymatischem Verdau erhöhen [83]. Die Methylierung 

der Kopfgruppe (Cap-Struktur) am 5’-Ende der mRNA schützt diese ebenfalls 

vor Degradation und ist entscheidend beteiligt an deren Transport aus dem 

Zellkern, einer effizienten Translation sowie dem Spleißvorgang [118]. Ebenfalls 

durch Methylierungen modifiziert werden Proteine, die an der bakteriellen 

Chemotaxis  beteiligt sind [133], sowie Signaltransduktionsproteine in eu-

karyontischen Zellen, wie z. B. G-Proteine und cGMP-Phosphodiesterasen [3]. 

Die Methylierung von Lysinresten in Histonen korreliert mit der transkriptionellen 

Aktivität [48]. Darüber hinaus ist die Carboxymethylierung von D-Aspartat- und 

L-Isoaspartat-Gruppen, die bei der spontanen Degradation im Alterungsprozess 

von Proteinen entstehen, für die Reparatur dieser alternden Eiweiße von 

Bedeutung [36]. Lange wurde der Phospholipid-Methylierung ein Einfluss auf 

die Viskosität der Zellmembran, die Adenylatzyklase-Aktivierung, den 

Kalziumtransport sowie die Signaltransduktion zugeschrieben [67], doch 

mittlerweile wird eher davon ausgegangen, dass es sich hierbei nur um eine 

alternative Synthesemöglichkeit neben der Bildung von Phosphatidylcholin aus 

CDP-Cholin handelt [96, 144]. 

Der von Cantoni und Chiang (1980) [28] formulierte Quotient aus SAM und 

SAH, auch Methylierungspotential (MP) genannt, gilt als sensitiver Indikator für 

die Methylierungsaktivität innerhalb eines Gewebes bzw. einer Zelle. Je kleiner 

der Quotient, desto weniger Methylgruppenübertragungen finden statt.  

Da also indirekt über eine Inhibition der SAH-Hydrolase auch eine Hemmung 

der Methylierungsreaktionen erreicht werden kann, ist das Enzym 

pharmakologisch von großem Interesse. Hinsichtlich der Therapie und teilweise 

auch der Prophylaxe von Virus-, Autoimmun- und allergischen Erkrankungen 

werden große Hoffnungen mit der Entwicklung von neuen und gut verträglichen 

SAH-Hydrolase-Inhibitoren verbunden. Seit die SAH-Hydrolase als Zielstruktur 
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für antivirale Agenzien erkannt worden ist [95], wurde eine Vielzahl von 

Adenosin-Analoga und –Derivaten mit breiter antiviraler Aktivität durch eine 

Inhibition der SAH-Hydrolase beschrieben [41, 42]. 

Nicht nur die Virusreplikation in Wirtszellen, sondern auch die effiziente 

Aktivierung und Funktion von Lymphozyten hängt ganz entscheidend von 

Transmethylierungen ab [58]. Fu et al. (2006)  [55] zeigten für den reversiblen 

SAH-Hydrolase-Inhibitor DZ2002 (Methyl-4-(Adenin-9-yl)-2-Hydroxybutanoat), 

dass er die Antigen-induzierte spezifische Immunantwort, insbesondere die 

durch T-Helfer-Zellen vom Typ 1 (TH1) vermittelten Reaktionen, zu 

unterdrücken vermag. Die Applikation der Substanz bei Mäusen mit 

experimenteller autoimmuner Enzephalitis (EAE), einem Tiermodell für die 

menschliche Multiple Sklerose (MS), führte zu einer signifikanten Verminderung 

der Häufigkeit und Schwere der entzündlichen Schübe, bedingt durch eine 

Hemmung der T-Zell-Proliferation und der Zytokinproduktion durch TH1-Zellen. 

Diese Ergebnisse deuten eine Einsetzbarkeit des Hemmstoffs in der Therapie 

der MS und anderen TH1 vermittelten entzündlichen Erkrankungen an. 

Wu et al. (2005) [149] postulieren für DZ2002 darüber hinaus noch eine 

suppressive Wirkung auf Makrophagen und B-Lymphozyten, da sie in vitro 

neben einer herabgesetzten Produktion von Interleukin-12 und TNF α auch eine 

Verminderung sowohl der zellulären als auch der humoralen Immunantwort 

nachweisen konnten. In vivo beobachteten sie bei Mäusen eine reduzierte 

Antikörperproduktion und eine Hemmung von Überempfindlichkeitsreaktionen 

vom verzögerten Typ. 

Die Verteilung der SAH-Hydrolase in verschiedenen Geweben der Ratte wurde 

von Eloranta (1977) [49] untersucht. Die höchste Enzymaktivität wurde in der 

Leber und im Pankreas gemessen. Die Niere enthält ebenfalls große Mengen 

des Enzyms; die Aktivität lag hier bei 40 % der Werte für Leber und Pankreas. 

Mittlere Werte fanden sich im Gehirn und eine niedrige Enzymaktivität im 

Herzen, im Hoden, im Muskel, der Prostata, der Milz und der Lunge [49, 51]. 

Eine differenziertere Untersuchung zur Verteilung der SAH-Hydrolase in der 

Rattenniere durch Kloor et al. (2000) [76] machte dort ein ubiquitäres 

Vorkommen deutlich. Die Enzymaktivität ist in den Glomerula um den  
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Faktor 1,5 gegenüber den Werten in den Tubuli erhöht. Mit Hilfe der 

Immunhistochemie konnte das Enzym in den Endothelzellen, Mesangiumzellen 

und Podozyten der Glomerula lokalisiert werden. Dabei zeigte sich in den 

Podozyten eine besonders intensive Färbung. 

 

1.2 Adenosin und Adenosinrezeptoren 
 

Bei der Hydrolyse von SAH durch die SAH-Hydrolase entstehen Homocystein 

und Adenosin.  

Homocystein ist eine schwefelhaltige, nichtproteinogene Aminosäure, die 

einerseits in den Transsulfurierungsstoffwechselweg einmünden und durch die 

Cystathionin-β-Synthase zu Cystathionin metabolisiert oder andererseits über 

eine Remethylierung durch 5-Methyltetrahydrofolat-Homocystein-S-Methyl-

transferase oder Betain-Homocystein-S-Methyltransferase zu Methionin 

umgesetzt werden kann (Abb. 1) [57]. Es kann auch in den Extrazellulärraum 

abgegeben werden. Das Plasmahomocystein wird vorwiegend über die Niere 

eliminiert; hauptsächlich durch Verstoffwechselung, aber auch durch Exkretion 

im Urin [145]. Bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz wird regelmäßig 

eine Hyperhomocysteinämie beobachtet [114]. Dies ist nicht auf eine 

verminderte Ausscheidung mit dem Urin, sondern auf einen verlangsamten 

Homocysteinstoffwechsel zurückzuführen. Erhöhte Plasmaspiegel können auch 

bedingt durch eine herabgesetzte Enzymaktivität von im Homocystein-

stoffwechsel beteiligten Enzymen als Folge von Vitaminmangel oder von 

Genmutationen, vorwiegend im Cystathionin-β-Synthase- oder 5, 10-Methylen-

tetrahydrofolat-Reduktase-Gen, auftreten [17, 127]. Eine Erhöhung des 

Homocysteinspiegels wird als unabhängiger Risikofaktor für kardiovaskuläre 

Erkrankungen angesehen [60, 104]. Darüber hinaus wird eine Hyper-

homocysteinämie mit der Alzheimer-Krankheit in Verbindung gebracht [92] und 

bei Parkinsonpatienten unter Langzeittherapie mit L-Dopa gefunden [98]. 
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Abb. 2 Strukturformel des Adenosins (modifiziert nach Löffler und Petrides, Biochemie und 
 Pathobiochemie, 6. Auflage, 1998 [86]) 
 

 

Das Purinnukleosid Adenosin (Abb. 2) entsteht neben der Hydrolyse von SAH 

auch aus intra- und extrazellulär abgebauten Adeninnukleotiden, nämlich aus 

ATP, AMP und cAMP [143]. Da Adeninnukleotide ubiquitär vorkommen, sind 

alle Zellen eines Organismus potentielle Adenosinquellen [134]. Im Zytosol 

gebildetes Adenosin kann die Zellmembran mit Hilfe eines Nukleosid-

transporters überqueren und ins Interstitium austreten [6]. Bei hohem 

Energiebedarf, wenn der ATP/ADP-Quotient, auch Phosphorylierungspotential 

genannt, in der Zelle abfällt, steigt der 5’-AMP-Spiegel an. Nach 

Dephosphorylierung des 5’-AMP durch eine 5’-Nukleotidase entsteht Adenosin. 

Somit ist die Adenosinproduktion direkt mit dem ATP/ADP-Zyklus als der 

fundamentalen Reaktionsfolge des Energiestoffwechsels verbunden. Das 

gebildete Adenosin kann entweder durch die Adenosindesaminase (ADA) zu 

Inosin, aus dem letztlich Harnsäure gebildet wird, desaminiert oder durch die 

Adenosinkinase (AK) wiederum zu AMP phosphoryliert werden (Abb. 3) [52]. 
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Regulierung der extra- und intrazellulären 

Adenosinkonzentrationen (modifiziert nach Kloor). 
ADA: Adenosindesaminase; SAH-Hydrolase: S-Adenosylhomocystein-Hydrolase; AK: 
Adenosinkinase; AMP-DA: AMP-Desaminase; CYA: Adenylatzyklase; MAT: Methionin-
Adenosyl-Transferase, MT: Methyltransferasen; 5’-Nu: 5’-Nukleotidase; PD1: 
Phosphodiesterase 1  

 

 

Adenosin ist kein Neurotransmitter im eigentlichen Sinne, sondern ein 

sogenannter Autakoid, der seine biologische Aktivität parakrin, also nur in 

unmittelbarer Umgebung der sezernierenden Zelle, entfaltet. Hierzu passt auch 

seine sehr kurze Plasmahalbwertszeit von ein bis drei Sekunden.  

Der Adenosingewebsgehalt der Rattenniere liegt unter normoxischen 

Bedingungen bei 5 nmol pro g Feuchtgewicht (FG) [107]. Das bedeutet, dass 

die Adenosinkonzentration in der Niere 5 - 6.25 µM beträgt. Geht man von 

einem Anteil des Extrazellulärraumes am Gesamtvolumen der Niere von 20 % 

aus, dann beliefe sich die Adenosinkonzentration in diesem Kompartiment auf 

etwa 25 – 30 µM, einen Wert, der mindestens hundertfach über der 

hämodynamisch wirksamen Konzentration liegt [59]. Daraus kann geschlossen 
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werden, dass der größte Teil des Adenosins intrazellulär an Protein gebunden 

vorliegt. Das wichtigste bisher bekannte Adenosin-bindende Protein ist die 

SAH-Hydrolase, der somit eine weitere wichtige Funktion in der Sequestration 

des Adenosins zukommt [75, 141]. Neben der Sequestration führt die 

Adenosinbindung an die SAH-Hydrolase zu einer Hemmung der Enzymaktivität. 

Das intrazelluläre Adenosin ist also auch an der physiologischen Regulation der 

Enzymaktivität der SAH-Hydrolase beteiligt [78]. 

Die Adenosinwirkung wird über membranständige, G-Protein-gekoppelte 

Adenosinrezeptoren vermittelt. Bislang sind vier verschiedene Rezeptor-

subtypen bekannt: A1, A2a, A2b und A3. Der A1-Rezeptor ist ein integrales 

Membranprotein mit einem Molekulargewicht von ungefähr 37 kDa und sieben 

Transmembrandomänen. Er ist in erster Linie an Pertussis-Toxin sensitive Gi- 

und G0-Proteine gekoppelt, die die Adenylatzyklase hemmen und die 

Phospholipase C aktivieren. Hingegen führt die Stimulation von A2a- und A2b-

Rezeptoren über Cholera-Toxin-sensitive Gs-Proteine zur Aktivierung der 

Adenylatzyklase. Die Signaltransduktionskaskade des A3-Rezeptors scheint in 

ähnlicher Weise wie beim A1-Rezeptor über inhibitorische Gq/11-Proteine zur 

Adenylatzyklase und zur Phospholipase C abzulaufen [54, 143]. 

Dem in den Extrazellulärraum freigesetzten Adenosin kommt eine wichtige 

Rolle bei der Regulation der Organfunktion zu. So führt es im Gehirn durch 

Inhibition der Neurotransmitterfreisetzung zur Sedierung [53] und im Blut zur 

Hemmung der Thrombozytenaggregation [63]. Am Herzen und im Gefäßbett 

vieler anderer Organe bewirkt Adenosin eine Vasodilatation [61]. So kann nach 

dem Prinzip der metabolischen Kontrolle der Organfunktion die Sauerstoff-

versorgung im jeweiligen Gewebe dem Sauerstoffbedarf angepasst werden, da 

bei gesteigerter Arbeit und gesteigertem Energieverbrauch auch vermehrt 

Adenosin gebildet wird [13, 103]. Die Niere unterscheidet sich in der 

hämodynamischen Wirkung des Nukleosids von allen anderen Organen, da es 

hier an den afferenten Arteriolen der Glomerula eine Vasokonstriktion und somit 

eine Reduktion des renalen Blutflusses (RBF) und der glomerulären 

Filtrationsrate (GFR) vermittelt [106, 139]. Das Prinzip der metabolischen 

Kontrolle ist aber auch hier gewahrt, da der weitaus größte Teil des renalen 
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Sauerstoff- und Energieverbrauchs der Reabsorption des Natriums geschuldet 

ist. Dessen tubuläre Konzentration entscheidet also über die Höhe der von der 

Niere zu leistenden Arbeit. Mit einer erhöhten Durchblutung steigt auch die 

glomeruläre Filtration und damit die Zufuhr von Natrium ins tubuläre System. 

Die erhöhte Tubulusbeladung mit Natrium sowie dessen vermehrte 

Rückresorption haben zur Folge, dass das Phosphorylierungspotential in der 

Zelle abfällt und der Adenosinspiegel entsprechend ansteigt. Das gebildete 

Adenosin bewirkt eine präglomeruläre Vasokonstriktion und eine Absenkung 

der GFR [108, 132]. 

Entsprechend den mannigfaltigen Wirkungen des Adenosins im ganzen Körper 

findet man auch ein über den gesamten Säugerorganismus verteiltes 

Expressionsmuster der Rezeptorsubtypen [61]. Über die Lokalisation und 

Funktion des A3-Rezeptors existieren bislang am wenigsten Daten. In der 

Nierenphysiologie scheint er nur von untergeordneter Bedeutung zu sein. Ihm 

wird allgemein eine wichtige Rolle für das Überleben von Zellen zugeschrieben, 

indem, abhängig von den pathophysiologischen Bedingungen und der 

Ligandenkonzentration, über seine Stimulation entweder die Zytoprotektion 

oder der Zelltod durch Apoptoseinduktion gefördert wird [71]. Die beschriebene 

Vasodilatation wird generell, also auch in der Niere, über A2-Rezeptoren 

vermittelt, die in den Gefäßwänden gegenüber den anderen Subtypen an Zahl 

dominieren. Die Vasokonstriktion in der afferenten Arteriole der Glomerula in 

der Niere ist hingegen auf eine Aktivierung von A1-Rezeptoren zurückzuführen, 

die hier sehr zahlreich vorkommen [61, 70]. Unter physiologischen 

Bedingungen verursacht endogenes Adenosin über A1-Rezeptoren auch eine 

tonische Stimulation der Reabsorptionsvorgänge im proximalen Tubulus [136]. 

Über eine Blockade dieser Rezeptoren durch die Methylxanthine Theophyllin 

und Koffein kann eine Natriurese herbeigeführt werden [54]. Mäusen, bei denen 

das A1-Rezeptorgen ausgeschaltet wurde, fehlt diese natriuretische Antwort auf 

die genannten Pharmaka [121]. Darüber hinaus wird mittlerweile davon 

ausgegangen, dass die tubuloglomeruläre Rückkopplung (tubuloglomeruläres 

Feedback, TGF) und die Reninsekretion über A1-Rezeptoren vermittelt bzw. 

moduliert werden. Das anatomische Korrelat dieser beiden Vorgänge ist der 
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juxtaglomeruläre Apparat, die Kontaktzone des zum Gefäßpol seines eigenen 

Glomerulums zurückkehrenden dicken aufsteigenden Schenkels der Henle-

Schleife (= Pars recta des distalen Tubulus). Zum juxtaglomerulären Apparat 

(JGA, Abb. 4) gehören spezialisierte Epithelzellen der Tubuluswand (Macula 

densa), extraglomeruläre Mesangiumzellen (Goormaghtigh-Zellen) sowie die 

Myozyten und Renin-produzierende granuläre Zellen (Polkissenzellen) der 

glomerulären Arteriolen [7, 124].  

 
Abb. 4 Der juxtaglomeruläre Apparat (aus Schiebler, Schmidt, Zilles, Anatomie, 8. Auflage, 
 1999 [123]). 
 

 

Der TGF-Mechanismus ermöglicht eine Anpassung der GFR des zugehörigen 

Glomerulums an die NaCl-Konzentration, möglicherweise auch an die KCl-

Konzentration, im distalen Tubulus über eine Konstriktion der afferenten 

Arteriole. Die NaCl-Konzentration wird in der Macula densa gemessen. Kommt 
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es dort zu einem Konzentrationsanstieg, so wird eine Vasokonstriktion in der 

afferenten Arteriole ausgelöst und dadurch die GFR des entsprechenden 

Glomerulums gesenkt [19, 119]. Durch diesen lokalen Autoregulations-

mechanismus können die Flüssigkeits- und NaCl-Beladung des distalen 

Nephrons in bestimmten Grenzen konstant gehalten werden. Lange bestand 

Unklarheit darüber, wie die NaCl-Konzentrationserhöhung in der Macula densa 

in die Vasokonstriktion der afferenten Arteriole übersetzt wird. Es wurde eine 

parakrine Mediatorsubstanz gefordert, die über eine Konzentrationserhöhung 

im Interstitium des JGA die Funktion der Myozyten in der glatten 

Gefäßmuskulatur beeinflussen kann. Bereits 1982 wurde von Osswald et al. 

[109] Adenosin als solche vorgeschlagen, das über A1-Rezeptoren seine 

Wirkung entfalten sollte. Diese Hypothese wird inzwischen durch solide 

experimentelle Erkenntnisse bestätigt. Unter anderem konnte mit dem 

selektiven A1-Rezeptor-Antagonisten FK 838 in Mikroperfusionsversuchen mit 

JGA von Kaninchen in vitro die Gefäßantwort in der afferenten Arteriole 

komplett unterbunden werden [119]. Ferner wurde die Abhängigkeit des TGF 

von intakten A1-Rezeptoren in unabhängigen Versuchen mit zwei 

verschiedenen Mausstämmen, bei denen jeweils das Rezeptorgen 

ausgeschaltet war (knockout-Mäuse), nachgewiesen, da in beiden Fällen die 

TGF-Antwort ausblieb [21, 134]. Offen bleibt die Frage nach dem exakten 

Ursprung des interstitiell aktiven Adenosins. Wahrscheinlich wird es in der 

Macula densa durch ATP-Abbau gebildet und über bidirektionale Nukleosid-

Transporter nach extrazellulär befördert [124]. Alternativ oder auch zusätzlich 

könnte es erst extrazellulär aus freigesetztem ATP entstehen, worauf 

Ergebnisse von Thomson et al. (2000) [138], Bell et al. (2003) [10] und Komlosi 

et al. (2004) [81] hindeuten. 

Eine Erhöhung der NaCl-Konzentration im Bereich der Macula densa bewirkt 

neben der Vasokonstriktion in der afferenten Arteriole auch eine Hemmung der 

Reninsekretion in den granulären Polkissenzellen in der Gefäßwand der 

efferenten Arteriole [129]. Neben Cyclooxygenase-2-abhängig gebildeten 

Prostanoiden [30] scheinen Adenosin und Adenosin-A1-Rezeptoren zentral in 

die Vorgänge involviert zu sein, die sich zwischen der Macula densa und den 
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Polkissenzellen abspielen [87]. Der inhibitorische Effekt von aktivierten A1-

Rezeptoren auf die Reninsekretion und im weiteren Sinne das Renin-

Angiotensin-Aldosteronsystem und die Blutdruckregulation wurde in vitro und in 

vivo gezeigt, insofern als selektive A1-Rezeptoragonisten die Reninsekretion 

unterdrücken und die pharmakologische Blockade des Rezeptors zu einer 

Stimulation derselben führt [2, 35]. In Versuchsansätzen, die mit erhöhten und 

erniedrigten NaCl-Konzentrationen an der Macula densa einhergehen, wurde 

ein jeweils inverses Verhalten der interstitiellen Adenosinkonzentration 

gemessen [128]. Versuche mit Mäusen, bei denen das A1-Rezeptorgen 

ausgeschaltet wurde, deuten aber darauf hin, dass Adenosin nicht als Mediator 

der Reninsekretion, sondern vielmehr als Modulator dieses Prozesses fungiert, 

dem eine tonisch inhibitorische Funktion zukommt [21, 125]. Vallon et al. (2006) 

[143] bieten einen funktionellen Erklärungsansatz an, indem sie annehmen, 

dass cAMP, ein wichtiger intrazellulärer Stimulator der Reninfreisetzung aus 

Polkissenzellen, zum Teil aus diesen Zellen freigesetzt und extrazellulär in 

Adenosin umgewandelt werden könnte, das dann im Sinne einer negativen 

Rückkopplung kontrollierend oder bremsend wirkt. 

Über die Lokalisation und Expression der verschiedenen Adenosin-

Rezeptorsubtypen in der Niere gibt es eine Vielzahl von Studien und 

Veröffentlichungen. Die Datenlage in dieser Frage ist allerdings sehr heterogen. 

Häufig stimmen dabei die Ergebnisse aus funktionellen Untersuchungen, 

Untersuchungen auf mRNA- und Proteinebene nicht exakt überein. Somit kann 

aus einem positiven Befund in einem der genannten Bereiche nicht ohne 

weiteres auch ein solcher in den anderen abgeleitet werden. In einer aktuellen, 

systematisch angelegten Studie von Vitzthum et al. (2004) [148] wurde die 

Genexpression von Adenosinrezeptoren entlang des Nephrons in Mäusen und 

Ratten untersucht. In beiden Spezies fanden sich dabei sehr ähnliche 

Expressionsmuster. Entlang des Nephrons fand sich für den A1-Rezeptor die 

stärkste Expression im dünnen Schenkel der Henle-Schleife, im 

Sammelrohrsystem und in einem geringeren Ausmaß im dicken aufsteigenden 

Schenkel. Auch am Gefäßpol des Glomerulums, höchstwahrscheinlich in der 

afferenten Arteriole, und in den Vasa recta des Nierenmarks war eine 
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signifikante Genexpression nachzuweisen. A2a-Rezeptoren wurden in 

glomerulären Gefäßen und in den medullären Vasa recta exprimiert, A2b-

Rezeptoren vor allen Dingen im kortikalen dicken aufsteigenden Schenkel der 

Henle-Schleife und im gewundenen Teil des distalen Tubulus, aber auch in den 

Vasa recta. Für A3-Rezeptoren wurde in keinem Nierensegment mRNA 

nachgewiesen. 

 

1.3 Eigene Fragestellung 

 

Das zytoplasmatische Enzym SAH-Hydrolase nimmt eine zentrale Stellung im 

zytosolischen Metabolismus ein. Es stellt eine Verbindung zwischen Prozessen 

des Energie-, Transmethylierungs-, Transsulfurierungs- und Purinstoffwechsels 

her. Mit der pharmakologischen Beeinflussbarkeit der SAH-Hydrolase werden 

große Hoffnungen für die Therapie von Tumor-, Virus-, Autoimmun- und 

allergischen Erkrankungen verbunden. Untersuchungen auf Proteinebene zur 

Verteilung des Enzyms in der Rattenniere haben gezeigt, dass es dort zwar 

ubiquitär vorkommt, bedeutsame Mengen aber vor allem glomerulär in den 

Podozyten enthalten sind. 

Der Adenosin-A1-Rezeptor ist ein integrales Membranprotein und gehört zur 

Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. In der Niere vermittelt er die 

Vasokonstriktion in der glomerulären afferenten Arteriole im Rahmen der 

tubuloglomerulären Rückkopplung (tubuloglomerular feedback, TGF). Darüber 

hinaus wird ihm eine entscheidende Funktion in der Regulation der 

Reninsekretion im juxtaglomerulären Apparat (JGA) zugeschrieben. Die 

Datenlage über die Expression und Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors in 

der Niere ist an manchen Stellen bisher recht uneinheitlich.  

Vor diesem Hintergrund sollen in der vorliegenden Arbeit die Lokalisation und 

Expression des Enzyms und des Rezeptors in der Rattenniere untersucht sowie 

die Gewebsspiegel von SAH, SAM und Adenosin bestimmt werden. Neben 

Nieren von gesunden adulten Ratten werden auch solche mit verschiedenen 

experimentell induzierten pathologischen Zuständen untersucht, die als 

Tiermodelle für entsprechende Nephropathien beim Menschen herangezogen 
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werden können. Es soll die Frage geklärt werden, ob es im pathologisch 

veränderten Nierengewebe zu Veränderungen der Lokalisation und Expression 

der SAH-Hydrolase und des Adenosin-A1-Rezeptors sowie des Methylierungs-

potentials (MP) kommt. Bei den Krankheitszuständen handelt es sich zum einen 

um Nieren nach vierwöchigem insulinpflichtigen Diabetes mellitus, zum anderen 

um Nieren nach vierstündiger systemischer Hypoxie und schließlich um Nieren 

nach drei- und elftägiger Puromycin-Aminonukleosid-Nephrose (PAN), die der 

fokal-sklerosierenden Glomerulonephritis des Menschen entspricht.  

Angesichts dieser Fragestellung stehen folgende Themen im Mittelpunkt der 

Arbeit: 

• Immunhistochemische Untersuchungen von Kryostatschnitten am konfokalen 

Laser-Scan-Mikroskop zur exakten Lokalisation beider Proteine in der 

Rattenniere. Dabei sollen dem reinen Fluoreszenzbild auch Trans-

missionsaufnahmen überlagert werden, um räumliche Beziehungen der 

Fluoreszenzsignale zu bestimmten Gewebsstrukturen genauer zuordnen und 

eine bessere Beurteilung des Gewebszustandes vornehmen zu können. 

• Expressionsanalyse des SAH-Hydrolase- und Adenosin-A1-Rezeptorgens 

mittels real-time-RT-PCR. 

• Qualitative und quantitative Analyse der Genprodukte mittels Western Blotting. 

• Quantitative Analyse der Gewebsspiegel der Metabolite SAM, SAH und 

Adenosin mittels HPLC. Daraus kann das MP bestimmt werden, das eine 

quantitative Aussage über die Methylierungsaktivität im untersuchten Gewebe 

ermöglicht. 

• Spektralphotometrische Enzymaktivitätsbestimmung der SAH-Hydrolase mit 

Hilfe der MTT-Formazan-Methode. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Untersuchungsgut 
 

Als Untersuchungsgut dienten Nieren aus Ratten mit verschiedenen 

pathophysiologischen Zuständen sowie Nieren aus gesunden Ratten. Bei den 

Versuchstieren handelte es sich ausschließlich um männliche Sprague-Dawley-

Ratten (Charles Rivers), deren Ausgangskörpergewicht zwischen 220 g und 

250 g lag. Vor Versuchsbeginn verbrachten sie mindestens eine Woche unter 

Standardbedingungen als Akklimatisationsphase ungestört im Tierstall des 

Instituts für Pharmakologie und Toxikologie, bei freiem Zugang zu 

Futterpresslingen (Standard-Haltungsdiät 1320, Altromin) und Frischwasser. 

Alle Tierversuche wurden im Einklang mit den Bestimmungen des deutschen 

Tierschutzgesetzes durchgeführt. Grundlage der Experimente war der 

Tierversuchsantrag mit der Versuchsnummer PH 5/01 vom 08.02.2001. 

 

2.2 Tiermodelle 
 

Die im Folgenden dargestellten Tierversuche sowie die Organentnahme wurden 

von Frau PD Dr. rer. nat. Doris Kloor am Institut für Pharmakologie und 

Toxikologie der Universität Tübingen durchgeführt. 

 
2.2.1 Modell der diabetischen Nephropathie  
 (Experimenteller Diabetes mellitus) 
 

Der experimentelle insulinpflichtige Diabetes mellitus (insulin-dependent 

diabetes mellitus, IDDM) wurde durch intraperitoneale Applikation von 65 mg 

Streptozotocin (Sigma) pro kg Körpergewicht, gelöst in 0,1 M Natriumcitrat-

Puffer (pH 6,2), induziert. Streptozotocin, ein Antibiotikum aus dem Pilz 

Streptomyces achromogenes, ist in der Lage, β-Zellen des Pankreas selektiv zu 

zerstören [11]. Die Überprüfung des Blutglukosespiegels erfolgte 3 Tage nach 

Streptozotocininjektion mit Hilfe von Haemo-Glukotest-Teststreifen (20-800 R, 
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Boehringer Mannheim) und eines Glukometers (Reflolux S, Boehringer 

Mannheim). Tiere mit einem Blutzuckerwert unter 200 mg/dl galten als nicht 

diabetisiert und wurden folglich nicht untersucht. Am Tage der Präparation 

wurde bei allen Tieren der Versuchsgruppe die Blutzuckermessung wiederholt. 

Untersucht wurden letztlich die Nieren von Tieren, die 4 Wochen lang mit 

diabetischer Stoffwechselsituation gehalten worden waren. 

 
2.2.2 Modell der hypoxischen Nephropathie  
 (Experimentelle systemische Hypoxie) 
 

Die Hypoxie wurde in einem speziellen Käfig mit 1200 ppm CO in der Atemluft 

erzeugt. Unter diesen Bedingungen wurden die Versuchstiere für 4 h gehalten, 

bevor die Nieren dann präpariert wurden. Die hohe Kohlenmonoxid-

konzentration erzeugt bereits nach Ablauf von 4 h erhebliche Anpassungs-

erscheinungen. Nach dieser Zeitspanne ist jedoch noch nicht mit einer 

Erhöhung des Organgewichts als Folge einer hydropischen Schwellung zu 

rechnen. 

 

2.2.3 Modell der Puromycin-Aminonukleosid-Nephrose 
 (PAN; Experimentelle Glomerulonephritis) 
 
Die experimentelle Glomerulonephritis, die morphologisch der fokal-

sklerosierenden Glomerulonephritis (syn.: fokale und segmentale Hyalinose und 

Sklerose) des Menschen sehr ähnlich ist [44], wurde bei den Ratten durch 

einmalige intraperitoneale Injektion von Puromycin-Aminonukleosid (Sigma) in 

einer Dosierung von 15 mg/kg Körpergewicht ausgelöst. 3 bzw. 11 Tage nach 

Applikation wurden die Nieren freipräpariert und entfernt. Einen Tag vor der 

Organentnahme wurden die Ratten jeweils für 24 h in einem Stoffwechselkäfig 

bei Standardfutter und Wasser ad libidum gehalten, um eine quantitative 

Aussage über den erfolgten glomerulären Schaden mit Hilfe der Messung des 

Urinvolumens und der quantitativen Bestimmung der Proteinausscheidung 

treffen zu können. 
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2.3 Organentnahme 
 
Die Betäubung der Tiere erfolgte durch intraperitoneale Verabreichung von  

90 mg/kg Körpergewicht Thiopental (Trapanal, Byk Gulden), einer Dosierung, 

durch die die Spontanatmung nicht beeinträchtigt wird. Nach dem vollständigen 

Wirkungseintritt des Narkotikums wurde die Peritonealhöhle durch einen 

Flankenschnitt eröffnet. Anschließend erfolgte die Mobilisation der rechten 

Niere aus dem retroperitonealen Fettgewebe; das freigelegte Organ wurde in 

eine Nierenschale aufgenommen. Das Operationsfeld wurde feucht abgedeckt 

und mit Parafilm überzogen, um den Feuchtigkeitsverlust zu vermindern. 

Während der Präparation war streng darauf zu achten, dass die Niere nicht 

verletzt und komprimiert wurde. Dem Organ wurde nun eine Äquilibrierungs-

phase von 25 min eingeräumt. Der Organismus sollte sich in dieser Zeit von 

den Beeinträchtigungen des chirurgischen Eingriffes erholen und zu einem 

physiologischen, ausgeglichenen Stoffwechselzustand zurückfinden. Um das 

Phänomen des raschen postmortalen Anstiegs bestimmter Metabolite 

bestmöglich beherrschen zu können, wurde die Niere direkt nach der Entnahme 

mit der Gefrierstoppmethode, wie sie erstmals von Osswald et al. (1977) [107] 

im Zusammenhang mit der Bestimmung des Adenosingehaltes der Rattenniere 

beschrieben wurde, konserviert. Dabei wurde das Organ unmittelbar nach dem 

Absetzen am Gefäßstiel zwischen den Branchen einer bei –196°C im 

Stickstoffbad vorgekühlten Wollenberger-Zange auf 1 mm Durchmesser 

komprimiert und sofort bis zur weiteren Verarbeitung wiederum in flüssigem 

Stickstoff tiefgefroren. Die Kompression durch die Wollenberger-Zange bietet 

den entscheidenden Vorteil, dass bei einer Durchfrierungsgeschwindigkeit von 

etwa 1 mm/s die Zeit von der Entnahme bis zum vollständigen Einfrieren des 

Gewebes nur 3-5 s beträgt. So ermöglicht der Gefrierstopp eine Moment-

aufnahme des metabolischen Zustandes der Zellen. 

Für die immunhistochemischen bzw. die proteinbiochemischen Untersuchungen 

wurde anschließend auch die linke Niere entfernt, mit einer Pinzette in ein 

Stickstoffbad überführt, dort schockgefroren, um die Gewebsstruktur zu 

erhalten, und schließlich bei –80°C eingefroren. 
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Die Tiere verstarben in Narkose durch den massiven Blutverlust. 

 

2.4 Immunhistochemie  
 
2.4.1 Färbung 
 

Von Frau Elke Zabinsky wurden bei –20°C mit dem Mikrotom Kryostatschnitte 

der Nieren von 10 µm Dicke angefertigt und auf Objektträger aufgezogen. Es 

folgte eine 1-stündige Trocknungsphase bei Raumtemperatur (RT’). 

Anschließend wurden die Schnitte 10 min lang, wiederum bei RT’, in Aceton 

fixiert und erneut 1 h luftgetrocknet. Mit einem Fettstift (Dako) wurde ein 

lipophiler Ring um jeden einzelnen Gewebsschnitt auf dem Objektträger 

gezogen, um einer Durchmischung der im weiteren Verlauf des Färbeprozesses 

aufgetragenen Lösungen vorzubeugen. Danach wurde jeder Objektträger drei 

Mal für jeweils 10 min in TBS-Puffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7,6) 

gewaschen. Die durch unspezifische Anlagerung von Fluorochrom-konjugierten 

Sekundärantikörpern entstehende Hintergrundfärbung wurde durch 1-stündige 

Präinkubation mit in Antikörperpuffer (AP) (1 % BSA, 2,5 % Sucrose in TBS,  

pH 7,6) gelöstem 5%igem Normalserum (ausgewählt entsprechend der 

Herkunft des jeweils verwendeten Sekundärantikörpers) bei RT’ in einer 

feuchten Kammer reduziert. Nach Abklopfen der Pufferlösung wurde nun im 

nächsten Schritt zum Zwecke der Doppelmarkierung ein Gemisch aus zwei 

Primärantikörpern in unterschiedlicher Verdünnung mit AP aufgetragen und für 

16-18 h bei RT’ in feuchter Kammer inkubiert. Nach dieser Inkubationsphase 

wurden die Objektträger erneut drei Mal für je 10 min in TBS gewaschen. Da 

die immunhistochemischen Färbungen nach der 2-Schritt-indirekten Methode 

durchgeführt wurden, erfolgte nun die Inkubation mit einem Gemisch der 

entsprechenden Fluorochrom-markierten Sekundärantikörper. Hierzu wurden 

eben diese in AP 1:100 oder 1:200 verdünnt, die Schnitte mit dieser Lösung 

beschickt und 1 h lang bei RT’ in feuchter Kammer stehen gelassen. Daran 

schloss sich ein letzter Waschgang nach oben beschriebenem Muster an. Nach 

erneutem Abklopfen wurden die Schnitte dann im letzten Schritt mit je 2 Tropfen 



Material und Methoden 

 20

Fluorsave (Callbiochem) überschichtet und vorsichtig ein Deckglas aufgelegt. 

Entscheidend beim Eindeckeln war, die Entstehung von Scherkräften und das 

Auftreten von Luftblasen möglichst gering zu halten. Nach weiteren 3 h 

Lagerung im Kühlschrank bei 8°C waren die Schnitte vollständig getrocknet. Sie 

konnten dann entweder sofort ausgewertet oder bei –80°C eingefroren bis zur 

Auswertung gelagert werden. 

 

Das Hauptaugenmerk bei den immunhistochemischen Untersuchungen lag auf 

der Lokalisation der SAH-Hydrolase und des Adenosin-A1-Rezeptors. Zur 

Färbung der SAH-Hydrolase wurde ein von Kloor et al. (2000) [76] selbst 

hergestellter polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen in einer Verdünnung 

von 1:50 in AP eingesetzt. Zur Detektion des Adenosin-A1-Rezeptors diente ein 

ebenfalls polyklonaler Antikörper (Sigma, Produktnummer (PN): A-268) aus 

dem Kaninchen in einer Verdünnung von 1:100 in AP. 

Zur genauen Zuordnung der gewonnenen Signale zu bestimmten Zelltypen in 

der Niere bzw. zu bestimmten subzellulären Strukturen wurden diese je nach 

Fragestellung mit einem zweiten oder in einzelnen Fällen auch einem dritten 

Fluoreszenzsignal spezifisch angefärbt, wodurch Kolokalisationen sichtbar 

gemacht werden sollten. Die spezifische Markierung der Podozyten geschah 

zum einen mit einem monoklonalen Antikörper (Santa Cruz, PN: sc-7385) der 

Maus gegen Wilms-Tumor-Protein (WT1), einem Podozyten-spezifischen, 

nukleären Protein differenzierter und undifferenzierter Zellen [111], der die 

Zellkörper der Podozyten perinukleär anfärbt. Zum anderen konnten die 

Fußfortsätze mit einem monoklonalen Antikörper (Progen, PN: 65294) der 

Maus gegen Synaptopodin, einem zytoplasmatischen Aktin-assoziierten Protein 

der Podozytenfortsätze differenzierter Podozyten [100] markiert werden. Da 

nach Harris et al. (1994) [62] das in der Niere konstitutionell vorhandene Enzym 

Cyclooxygenase 2 (Cox-2) dort vorwiegend in den Zellen der Macula densa 

exprimiert wird, wurde diese Zellpopulation mit einem polyklonalen Antikörper 

(Santa Cruz, PN: sc-1746) der Ziege gegen die Cox-2 spezifisch angefärbt. Um 

Endothelzellen zu kennzeichnen, wurde ein polyklonaler Antikörper (Santa 

Cruz, PN: sc-8068) der Ziege gegen von-Willebrand-Faktor (vWF) verwendet. 
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Des Weiteren wurden auch bestimmte Abschnitte des Tubulussystems 

spezifisch markiert. Während Aquaporin 3 (AQP3) ausschließlich in der 

basolateralen Membran der Epithelzellen des Sammelrohrs lokalisiert ist [69], 

findet sich Aquaporin 1 (AQP1) in der luminalen Membran aller 

wasserpermeablen Abschnitte des renalen Tubulussystems. Zur Markierung 

des AQP3 wurde ein polyklonaler Antikörper der Ziege, zur Markierung des 

AQP1 ein polyklonaler Antikörper des Kaninchens eingesetzt (beide Santa 

Cruz, PN: sc-9885 bzw. sc-20810). 

Im Zusammenhang mit der experimentellen Hypoxie wurde die Anfärbung von 

Erythropoietin (Epo) durchgeführt. Dabei wurde mit zwei verschiedenen 

polyklonalen anti-Epo Immunglobulinen der Klasse IgG gearbeitet. Zum einen 

war dies ein entsprechender Antikörper des Kaninchens, zum anderen ein 

Immunglobulin aus der Ziege (beide Santa Cruz, PN: sc-7956 bzw. sc-1310). 

Da nach unveröffentlichten Ergebnissen von Kloor et al. (Rat Expression Array 

230 A, 2004) beim experimentell induzierten Diabetes mellitus die Expression 

der Natrium/Kalium-ATPase (Na/K-ATPase), des Makrophagen-

inflammatorischen-Proteins 1β (MIP-1β), des Glucosetransporters 2 (Glut2) und 

des Insulin-like-growth-factor-I Rezeptors (IGF-IR) hoch reguliert ist, wurden 

diese Antigene bei diesem Krankheitszustand als zusätzliche Zielstrukturen 

ausgewählt und angefärbt. Die Na/K-ATPase wurde mit einem polyklonalen 

Ziege-Antikörper (Santa Cruz, PN: sc-16043) gegen die α1-Untereinheit des 

Oligomers markiert. Ebenfalls aus der Ziege stammte der polyklonale 

Antikörper gegen MIP-1β (Santa Cruz, PN: sc-1387). Jeweils mit einem 

polyklonalen Antikörper des Kaninchens wurden der Glut2 bzw. die α-Kette des 

IGF-IR markiert (beide Santa Cruz, PN: sc-9117 bzw. sc-7952). 

Als Marker für den Entzündungsprozess bei der PAN wurden die Antigene 

Coxsackie-und-Adenovirus-Rezeptor (coxsackie and adenovirus receptor, 

CAR), Integrin β2 und Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα) herangezogen, die nach 

Nagai et al. (2003) [101], Luimula et al. (2002) [89] bzw. Diamond  

und Pesek (1991) [46] in diesem Fall stärker exprimiert werden. Zur Markierung 

der drei Antigene wurde jeweils ein polyklonaler Antikörper der Ziege (alle 

Santa Cruz, PN: sc-10313, sc-1350 bzw. sc-6623) verwendet. 
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Die genannten zusätzlichen Primärantikörper wurden entweder in einer 

Verdünnung von 1:100 oder 1:200 eingesetzt. Da von den zusätzlichen Markern 

nur die Antikörper gegen WT1, Synaptopodin, Cox-2, AQP1 und AQP3 ein 

spezifisches Signal zur Darstellung brachten, wurden lediglich diese Färbungen 

weiterverfolgt. Das Ausbleiben der Bindung der anderen Antikörper ist 

vermutlich auf die spezielle Fixierung der Schnitte mit Aceton zurückzuführen, 

die in den Versuchen dieser Arbeit aber unumgänglich war, da nur so die SAH-

Hydrolase dargestellt werden kann. 

Zur Fluoreszenzmarkierung der Primärantikörper wurde mit insgesamt fünf 

verschiedenen Sekundärantikörpern gearbeitet, die je nach Primärantikörper 

und gewünschtem Anfärbemuster ausgewählt wurden. Es handelte sich dabei 

um ein Texas-Red-IgG der Ziege gegen Kaninchen, ein Texas-Red-IgG der 

Ziege gegen Maus, ein Texas-Red-IgG des Esels gegen Ziege, ein 

Indocarbocyanin-(Cy5)-konjugiertes IgG des Esels gegen Kaninchen und ein 

Cy5-IgG der Ziege gegen Kaninchen (alle Jackson). Die Anregung der beiden 

Texas-Red-Antikörper bei der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie erfolgte bei 

einer Wellenlänge von 543 nm, die beiden Cy5-Antikörper wurden mit Laserlicht 

der Wellenlänge 633 nm angeregt. Für die Detektion der Zellkerne wurde der 

Nukleinsäurefarbstoff Sytox green (Mobitec) eingesetzt, der sein 

Absorptionsmaximum bei Wellenlängen um 488 nm hat. Dieser Kernfarbstoff 

wurde im Färbeprozess behandelt wie ein Sekundärantikörper, also vor dem 

letzten Waschgang 1 h lang bei RT’ inkubiert. Allerdings wurde er in einer 

Verdünnung von 1:100000 in TBS eingesetzt. 

Zur Sicherung der Spezifität der eingesetzten Antikörper wurde auf jedem 

Objektträger eine Negativkontrolle mit angesetzt, die außer der Tatsache, dass 

der Primärantikörper weggelassen und nur mit AP inkubiert wurde, exakt nach 

dem oben erläuterten Schema behandelt wurde. Somit finden sich keine 

Zielstrukturen für den Sekundärantikörper mehr im Gewebe, weshalb es zu 

keiner spezifischen Anfärbung kommen darf.  
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2.4.2 Mikroskopie, Fotografie und Bildbearbeitung 
 

Die angefertigten Präparate wurden am Anatomischen Institut der Universität 

Tübingen unter Anleitung von Dr. rer. nat. Andreas Mack mit einem konfokalen 

Laser-Scan-Mikroskop (LSM 410 Invert/Axiovert 135 M, Carl Zeiss) 

ausgewertet. Dieses Mikroskop verfügt über drei verschiedene Laser mit 

Wellenlängen von 488 nm, 543 nm bzw. 633 nm und erlaubt somit die 

gleichzeitige Detektion von bis zu drei Fluoreszenzsignalen. Überdies können 

auch Transmissionsaufnahmen der Gewebe gemacht und den 

Fluoreszenzbildern überlagert werden. Während zur Orientierung und zum 

Aufsuchen geeigneter Ausschnitte der Präparate auch kleinere 

Übersichtsvergrößerungen benutzt wurden, erfolgte die Aufzeichnung der Bilder 

stets mit einem 40 x 1,2 W Wasser-Immersionsobjektiv. Die aufgezeichneten 

Bilder wurden mit den Programmen PhotoShop (Adobe) und LSM Image 

Browser (Carl Zeiss) am Computer nachbearbeitet. 

 

Prinzip der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie (aus Junqueira, Carneiro, 

Kelley, Histologie, 5. Auflage, 2002 [72]): 

Die konfokale Laser-Scan-Mikroskopie (LSM) ist vom Prinzip her eine Art 

Fluoreszenzmikroskopie, die als Lichtquelle einen Laser verwendet. Laserlicht 

ist monochromatisch (eine Wellenlänge), wodurch die Fluoreszenz der Proben 

optimal angeregt werden kann, ohne andere Strukturen unspezifisch zum 

Leuchten zu bringen. Der Laserstrahl wird über eine erste Lochblende (pinhole) 

gebündelt und über das Objektiv in einem sehr kleinen Lichtpunkt im Objekt 

konzentriert. Durch ein bewegliches Bauteil im Strahlengang kann der 

Lichtpunkt in einer Ebene rasterförmig (scanning) über die Probe geführt 

werden. Das emittierte Licht wird nach einer zweiten Lochblende durch einen 

Detektor (Photomultiplier) aufgenommen, verstärkt und über einen Computer 

weiterverarbeitet. Der Fokus im Objekt liegt konfokal zu den Lochblenden nach 

dem Laser und vor dem Detektor. Sie wirken als „Raumfilter“, die nur das 

konfokale Licht passieren lassen, während Licht aus allen anderen, nicht 

fokussierten Ebenen ausgeblendet wird (Abb. 5). Es ist auch möglich, über den 
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Fokus in verschiedene Gewebetiefen einzudringen und so Signale aus 

verschiedenen Schichten zu erhalten. Dadurch können die Strukturen in 

verschiedenen Tiefen betrachtet werden, d. h. das Objekt wird optisch 

„geschnitten“. Die einzelnen abgetasteten Schichten (optische Schnitte) können 

im Computer zu einem dreidimensionalen Bild rekonstruiert werden. Die LSM 

ist auch bei lebenden Geweben und Zellen einsetzbar. Außerdem können bei 

entsprechender Ausstattung mehrere fluoreszierende Stoffe gleichzeitig 

analysiert werden. 

 

 
 

Abb. 5 Schematische Darstellung des Aufbaus eines konfokalen Laser-Scan-Mikroskops und 
Prinzip der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie (aus Junqueira, Carneiro, Kelley, 
Histologie, 5. Auflage, 2002 [72]).  

 

 

2.5 Quantitative Analyse der Adeninnukleoside mittels HPLC 
 

Unter dem Begriff Chromatographie werden physikalisch-chemische 

Trennmethoden zusammengefasst, die eine Stofftrennung durch Verteilung 

zwischen einer stationären und einer mobilen Phase bewirken [126]. Heute 
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unterscheidet man grundsätzlich zwischen Gas- und Flüssigkeits-

chromatographie, wobei der Phasenzustand der mobilen Phase der Einteilung 

zugrunde liegt. Eine besonders leistungsfähige Form der 

Flüssigkeitschromatographie ist die Hochdruck-Flüssigkeitschromatographie 

(high performance liquid chromatography, HPLC). Der Vorteil dieser Methode 

liegt darin, dass hochauflösende Trennungen innerhalb kurzer Analysezeiten 

erreicht werden können. Je nach Art der Wechselwirkung zwischen stationärer, 

mobiler Phase und Probe werden verschiedene Trennmechanismen 

unterschieden: Verteilungs-Chromatographie, Adsorptions-Chromatographie, 

reversed-phase-Chromatographie, Ionenaustausch-Chromatographie und 

Gelpermeations-Chromatographie. 

Zur Trennung unpolarer oder schwach polarer Substanzen wie in der 

vorliegenden Arbeit wird die reversed-phase-Chromatographie verwendet. Im 

Gegensatz zum üblichen Adsorptionssystem ist hier die stationäre Phase apolar 

und die mobile Phase polar. Als stationäre Phase werden dabei chemisch 

modifizierte Kieselgele eingesetzt, bei denen an die Silanolgruppen des 

Kieselgels apolare, organische Gruppen gebunden sind. Die Trennung der 

verschiedenen Probenkomponenten beruht auf van-der-Waalsschen 

Anziehungskräften zwischen der apolaren stationären Phase und den apolaren 

Proben. Als mobile Phase dienen Gemische aus Wasser und einem zweiten 

Lösungsmittel (Methanol bzw. Acetonitril). 

 

2.5.1 Gewinnung des Nierenextraktes und Aufarbeitung der Proben für 
die HPLC 

 

Die Extraktion der Gewebeproben aus den komprimierten Nieren wurde noch 

am selben Tag wie die Organentnahme durchgeführt, da selbst bei einer 

Lagerungstemperatur von –80°C ein – wenn auch geringer – Abfall der SAM- 

und Anstieg der SAH-Konzentration beobachtet wurde [49]. Der in einem 

Mörser vorgelegte flüssige Stickstoff kühlte eben diesen und das Pistill auf eine 

Arbeitstemperatur von –196°C vor. Die flachgepresste, tiefgefrorene 

Nierenscheibe wurde dem Stickstoffbad entnommen und im Mörser pulverisiert. 
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Der sich verflüchtigende Stickstoff musste durch kontinuierliches Nachgießen 

ersetzt werden, um ein Auftauen des Gewebes zu verhindern. Das pulverisierte 

Nierengewebe wurde nun zu 5 ml 0,6 N Perchlorsäure gegeben, die in einem 

Gefäß vorgelegt und auf 4°C vorgekühlt war. Die Perchlorsäure denaturiert die 

Proteine des Gewebes und verhindert so den enzymatischen Abbau der darin 

enthaltenen Stoffwechselmetabolite. Die Suspension wurde geschüttelt und mit 

Hilfe des Vortex durchmischt. An dieser Stelle wurde das FG des 

Nierengewebes bestimmt. Hierzu wurde das Gefäß mitsamt Suspension 

gewogen und das zuvor gemessene Leergewicht von Gefäß und vorgelegter 

Perchlorsäure subtrahiert. 

Im nächsten Schritt erfolgte die Zugabe von Methyladenosin, das als interner 

Standard bei der quantitativen, chromatographischen Messung diente. Um die 

Zielkonzentration von 5 µM zu erreichen, wurden 25 µl einer  

1 mM Methyladenosin-Stammlösung hinzu pipettiert. Daraufhin wurde die 

Suspension durch Zugabe von K2CO3/KH2PO4 (2 M, 1 M; pH 10) auf pH 5,5-6 

eingestellt. Nach dem Titrationsvorgang wurden die unlöslichen Bestandteile 

durch Zentrifugation (10 min, 10000 x g’, 4°C) entfernt und der Überstand durch 

Festphasenextraktion aufkonzentriert und -gereinigt. Die so gewonnenen 

Proben wurden sofort in die HPLC injiziert und gemessen. 

 

2.5.2 Festphasenextraktion 
 

Die zur Festphasenextraktion verwendeten Phenylboronatsäulen (BondElut, 

ICT) sind in der Lage, bei pH-Werten > 5 alle Verbindungen mit zwei cis-

ständigen OH-Gruppen zu binden. Die Säulen wurden zunächst mit 0,1 M HCl 

gespült und mit 0,1 M Ameisensäure solvatisiert, um eine kovalente Bindung 

der Nukleoside zu ermöglichen. Anschließend wurde die Säule mit einem 

Gemisch aus Tris-Puffer (0,02 M, pH 7,4) und Methanol im Verhältnis 7:3 

gespült und die Probe auf die Säule gegeben. Im nächsten Schritt wurde die 

Säule mit 1 ml Natriumcitratpuffer (10 mM, pH 8,8) gespült. Nun erfolgte die 

Elution der an die Säule gebundenen Metabolite mit 500 µl 0,1 N HCl und die 

sofortige Injektion in die HPLC. 
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2.5.3 HPLC-Analyse 
 

Die HPLC-Analyse wurde modifiziert nach Delabar et al. (1999) [40] 

durchgeführt. Als stationäre Phase diente eine Gromsil 120 ODS-3 CP-Säule  

5 µm, 125 x 4 mm (Crom). Die mobile Phase setzte sich aus zwei 

verschiedenen Komponenten zusammen (Tab. 1) und wurde mit einer Flussrate 

von 1 ml/min über die Säule geleitet. Dabei veränderte sich das Verhältnis der 

beiden Komponenten im zeitlichen Verlauf (Tab. 2), da die Elution der Säule mit 

Hilfe eines Gradienten erfolgte. Die Injektion der Proben erfolgte automatisch 

durch einen Probengeber. Das Probenvolumen betrug jeweils 30 µl. Innerhalb 

des Systems herrschte ein konstanter Druck von 18 mPa und eine konstante 

Temperatur von 30°C. Nach Auftrennung der Proben wurden die Signale der 

Einzelkomponenten bei einer Wellenlänge von 254 nm durch einen UV-

Detektor registriert. Die Steuerung der HPLC-Apparatur sowie die 

Datenaufzeichnung und –verarbeitung wurde rechnergestützt mit Hilfe des 

Programms Peak simple 3.12 (SRI Inc.) durchgeführt.  

Gemessen wurden die Metabolite SAH, SAM, Adenosin und als interner 

Standard Methyladenosin. Anhand der so gewonnenen Werte für SAH und 

SAM konnte dann das MP errechnet werden, wobei dieses dem Quotienten aus 

SAM und SAH entspricht (MP=SAM/SAH). Zur Kalibrierung des Messsystems 

wurden 5 µM Standardlösungen der zu messenden Metabolite hergestellt. 

Lösungsmittel, Puffer und pH-Wert entsprachen dabei denjenigen des 

aufgearbeiteten Gewebeextraktes. Die Standardlösungen erlaubten zum einen 

die kontinuierliche Überprüfung der Funktion der Säule, zum anderen konnten 

mit ihrer Hilfe die Retentionszeiten der Metabolite ermittelt werden, die der 

Identifikation der entsprechenden Peaks im Chromatogramm dienten. 
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Tab. 1 Zusammensetzung der Laufmittel für die Elution der Adeninnukleoside. 
Zur Herstellung der Laufmittel wurden ausschließlich Lösungsmittel der Firma Merck 
verwendet, die als „gradient grade“ ausgezeichnet sind. Da das Eluent luftblasenfrei 
sein muss, wird es im Ultraschallbad für 5 min entgast. 
 

Lösung Komponenten Menge Konzentration 

Laufmittel A 

(LMA)  

NH4H2PO4 

(Sigma) 

Heptansulfonat 

(Fluka) 

Methanol 

1,15 g/l 

0,1322 g/l 

30 ml/l 

10 mM 

0,6 mM 

3 % 

Laufmittel B 

(LMB) 

NH4H2PO4 

Heptansulfonat 

Methanol  

Acetonitril 

0,575 g/500 ml 

0,0661 g/500 ml 

15 ml/500 ml 

50 ml/500 ml 

10 mM 

0,6 mM 

3 % 

10 % 

 

 

Tab. 2 Verlauf der Gradienten zur HPLC-Analyse. 
 

 % LMB zu 
Beginn 

Dauer in min Steigerungs-
rate in %/min

% LMB am 
Ende 

SAM, SAH, 

Adenosin 

0 

15 

70 

0 

0 

0 

5 

10 

1,2 

7,5 

-50 

0 

15 

70 

0 

0 
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2.6 Genexpressionsanalyse durch real-time-RT-PCR 
 

Neben der Standard-PCR gibt es mittlerweile zahlreiche etablierte Varianten 

der PCR. So ist es beispielsweise mit Hilfe der RT-PCR (Reverse-Transkription-

PCR) möglich, auch RNA als Ausgangsmaterial zu verwenden. Isolierte RNA 

wird zunächst mit der Reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben, die 

dann als Ausgangsmatrize für die Amplifikation dient. Die modernste Methode 

der Quantifizierung von Nukleinsäuren ist die real-time quantitative PCR. Sie 

zeichnet sich durch ihre hohe Sensitivität aus und erlaubt sowohl eine schnelle 

Quantifizierung äußerst geringer Nukleinsäuremengen als auch den Nachweis 

kleiner Veränderungen in der Genexpression. Im Gegensatz zur 

konventionellen PCR werden bei diesem Verfahren DNA-Moleküle nicht nur 

amplifiziert, sondern auch mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffs markiert, was 

eine kontinuierliche Detektion und somit eine direkte Beobachtung (real time) 

des Reaktionsverlaufs ermöglicht. Für die Versuche der vorliegenden Arbeit 

wurde als Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I verwendet. Dieser ist in der 

Lage, in die so genannte „kleine Furche“ doppelsträngiger DNA zu interkalieren, 

wodurch die Fluoreszenz messbar erhöht wird. Die Intensität des entstehenden 

Fluoreszenzsignals ist dabei direkt proportional zu der Zahl der vorliegenden 

DNA-Doppelstränge. Schematisch kann das Reaktionsprofil einer PCR in drei 

Abschnitte unterteilt werden: die frühe Hintergrund-Phase, die Log-Phase, in 

der eine exponentielle Amplifikation erfolgt, und die Plateau-Phase. Nur in der 

Log-Phase besteht ein nachvollziehbarer Zusammenhang zwischen Produkt- 

und Templatemenge, so dass nur diese sich für quantitative Aussagen eignet. 

Die Quantifizierung erfolgte relativ, d. h. im Verhältnis zu einem Referenz-Gen 

als internem Standard. Dafür wurde das 18S rRNA-Gen herangezogen, da es 

als so genanntes Haushaltsgen (housekeeping gene) nur geringen 

Schwankungen in der Expression unterworfen ist. Die Menge an spezifischem 

Produkt wurde dann auf dieses Haushaltsgen bezogen, dessen Menge als 

Konstante angesehen wurde. 
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2.6.1 RNA-Isolation 
 

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte nach der Methode von Chomczynski 

und Sacchi (1987) [33]. Hierfür wurde in einem Eppendorf-Gefäß 2 ml PeqGold 

RNA pure-Lösung (peqLab) vorgelegt und eine Spatelspitze des zermörserten 

Nierengewebes hinzugegeben. Die Suspension wurde gevortext und 10 min bei 

RT’ inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl Chloroform wurde die Probe wiederum 

gevortext und nun 5 min bei RT’ inkubiert. Die anschließende Zentrifugation für 

15 min bei 20000 x g’ lieferte ein 3-Phasen-System, von dem ausschließlich die 

wässrige Oberphase entnommen und in ein weiteres Eppendorf-Gefäß 

überführt wurde, da diese die gelöste RNA enthielt. Durch Zugabe von einem 

der überführten Oberphase entsprechenden Volumen an 100%igem 

Isopropanol wurde die RNA gefällt, wobei zunächst 15 min bei RT’ inkubiert und 

im Anschluss 15 min bei 20000 x g’ zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde 

abgegossen, das Pellet zwei Mal mit 70%igem Ethanol gewaschen, 

luftgetrocknet, in RNase-freiem Wasser resuspendiert und bei -80°C gelagert. 

 

2.6.2 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration 
 

Der RNA-Gehalt wurde photometrisch durch Extinktionsmessung einer  

1:50 Verdünnung der entsprechenden Probe in 2 mM Na2HPO4-Puffer (pH 8,4) 

bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Bei dieser Wellenlänge entspricht 

ein Extinktionswert von 1,0 einer Konzentration von 40 µg RNA/ml [22]. 

Anschließend wurde eine Qualitätskontrolle der RNA mit Hilfe der 

Agarosegelektrophorese durchgeführt. Je 3 µg RNA wurden dabei mit 

Gelladepuffer Loading-Dye (PeqLab) versetzt und in einem 1,6%-Agarose-TAE-

Gel (1x) in TAE-Puffer (1x) bei einer Spannung von 100 V aufgetrennt. Der 

TAE-Puffer (1x) wurde durch 1:50 Verdünnung eines TAE-Puffers (50x) 

hergestellt, der sich aus 2 M Tris, 1 M Essigsäure und 50 mM EDTA 

zusammensetzte. Da der Ansatz Ethidiumbromid als Nukleinsäurefarbstoff 

enthielt, konnte das Ergebnis der elektrophoretischen Auftrennung unter UV-

Lichteinstrahlung sichtbar gemacht und fotografiert werden. 
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2.6.3 Reverse Transkription 
 

Die Umschreibung der RNA in komplementäre DNA (cDNA) erfolgte in einem 

20 µl Reaktionsansatz, der sich aus 11 µl DMPC-Wasser, 2 µl 10 x PCR-Puffer 

(Pan), 2 µl MgCl2 (50 mM; Pan), 2 µl dNTPs (10 mM; Eppendorf), 1 µl RNase-

Inhibitor (15 U; Eppendorf), 0,5 µl Random-Hexamers (promega) als Primer,  

0,5 µl Reverse Transkriptase (12,5 U; peqLab) und 1 µl der gewonnenen RNA-

Lösung (300 ng/µl) zusammensetzte. Nach einer initialen 10-minütigen 

Inkubation bei RT’ wurde die Reverse Transkription bei 42°C für 1 h 

durchgeführt und die Reaktion schließlich durch 5-minütiges Erhitzen auf 95°C 

abgestoppt. Die so gewonnenen cDNA-Proben wurden bis zur weiteren 

Verarbeitung bei -20°C gelagert. 

Um eine mögliche Kontamination der RNA-Präparation mit genomischer DNA 

auszuschließen, wurde eine Probe angesetzt und in der anschließenden RT-

PCR getestet, die zwar RNA, aber keine Reverse Transkriptase enthielt. 

 

2.6.4 Real-time quantitative PCR-Analyse 
 

Die mRNA-Expression wurde für drei Gene mit der LightCycler-Technologie 

(Roche) untersucht. Es wurde dabei in Abhängigkeit vom zu untersuchenden 

Gen mit zwei unterschiedlichen LightCycler-Protokollen gearbeitet (Tab. 3). 

Während die Primersequenzen für die Gene des Adenosin-A1-Rezeptors [34] 

bzw. der 18S rRNA [20] der einschlägigen Literatur entnommen werden 

konnten, wurde für das SAH-Hydrolase-Gen von Frau Dr. rer. nat. Marina 

Hermes ein passendes Oligonukleotid mit Hilfe der Software „Primer Premier“ 

(PREMIER Biosoft International) ausgewählt. Die Synthese dieser Primer wurde 

bei der Firma Thermo Electron (Ulm) in Auftrag gegeben. Die Produktgröße 

wurde anhand der für das jeweilige Gen publizierten Sequenz berechnet  

(Tab. 4). 
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Tab. 3 Experimentelle LightCycler-Protokolle für die verschiedenen untersuchten Gene. 
 

Untersuchte Gene 1.3 Protokoll 

SAH-Hydrolase, 

18S rRNA 

Initiale Denaturierung: 95°C für 10 min 

Denaturierung: 95°C für 10 s 

Annealing: 68-58°C für 10 s (0,5°C/Zyklus) 

Elongation: 72°C für 16 s mit einer Fluoreszenz-

messung 

Anzahl der Zyklen: 45 

Schmelzkurve: 65-95°C (0,1°C/s) und kontinuierliche 

Fluoreszenzmessung 

Kühlen der Probe: auf 37°C 

A1-Rezeptor, 

18S rRNA 

Initiale Denaturierung: 95°C für 10 min 

Denaturierung: 95°C für 10 s 

Annealing: 62-52°C für 10 s (0,5°C/Zyklus) 

Elongation: 72°C für 16 s mit einer Fluoreszenz-

messung 

Anzahl der Zyklen: 45  

Schmelzkurve: 65-95°C (0,1°C/s) und kontinuierliche 

Fluoreszenzmessung 

Kühlen der Probe: auf 37°C 

 
Tab. 4 Sequenzen der für die RT-PCR-Analysen verwendeten Primer und Größen der 

entstandenen Produkte in Basenpaaren (bp). 
 

Gen Primersequenz 
(F: forward ; R: reverse) 

Produktgröße bp

SAH-Hydrolase F: GGT ATC GGT TGA AGA ATG G 

R: GGT ACT TGT CTG GAT GGG TC 

159 

A1-Rezeptor 

 

F: GCC ACA GAC CTA CTT CCA CA 

R: CCT TCT CGA ACT CGC ACT TG 

304 

18S rRNA 

 

F: CGG CTA CCA CAT CCA AGG AA 

R: GCT GGA ATT ACC GCG GCT  

187 
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Aus 12,6 µl DMPC-H2O, 2,4 µl MgCl2 (25 mM), 0,5 µl Forward-Primer (20 µM) 

und 0,5 µl Reverse-Primer (20 µM) für das jeweils zu amplifizierende Gen und  

2 µl Fast Start DNA Master SYBR Green I (Roche) wurde ein Mastermix 

vorbereitet. Vor Beginn der PCR-Analyse wurden zu diesen 18 µl Mastermix  

2 µl cDNA als Template hinzugegeben, das Gemisch in eine feine Glaskapillare 

pipettiert und schließlich durch 1-minütige Zentrifugation bei 1000 x g’ in den 

unteren Abschnitt der Kapillare befördert.  

Die relative Quantifizierung erfolgte über ein mathematisches Verfahren nach 

Pfaffl (2001) [115], bei dem die Expression des zu untersuchenden Gens mit 

der eines Referenz-Gens in Beziehung gesetzt wird. Die einzigen beiden 

Größen, die in die Berechnung der relativen Expressionsrate eingehen, sind die 

Abweichung des Ct-Wertes der Probe vom Ct-Wert einer Kontrolle (∆Ct) und die 

Effizienz E, mit der das entsprechende Gen amplifiziert wird. Somit ist keine 

Kalibrierungskurve zur Berechnung notwendig. Der Ct-Wert (Ct = cycle 

threshold) ist definiert als der Kreuzungspunkt der Fluoreszenzkurve und einer 

vorher festgelegten Geraden parallel zur Abszisse im Fluoreszenz-

Reaktionszyklus-Diagramm. Konkret ausgedrückt gibt der Ct-Wert die Anzahl 

der Amplifikationszyklen an, bei der das Fluoreszenzsignal eines zu 

amplifizierenden Gens einen bestimmten Schwellenwert überschreitet, sich also 

messbar von der so genannten Hintergrundfluoreszenz abhebt. Die Ct-Werte 

der untersuchten Gene wurden mit Hilfe der „Fit Point Method“ der LightCycler 

Software 3.5.3 (Roche) ermittelt. Die Effizienz E, mit der ein Gen mit den 

entsprechenden Primern in der exponentiellen Phase amplifiziert wird, muss für 

jedes Gen mittels einer Verdünnungsreihe bestimmt werden. Hierzu wurden 

cDNA-Proben 1:10, 1:100 und 1:1000 verdünnt und simultan amplifiziert. Die 

Ct-Werte wurden dann gegen den Logarithmus der relativen RNA-Menge 

aufgetragen, um die Steigung der Regressionsgeraden berechnen zu können 

(Abb. 6). Unter Zuhilfenahme folgender Formel ergaben sich nun die 

korrespondierenden PCR-Effizienzen (Tab. 5): 

 

Effizienz = 10(-1/Steigung)  
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Schließlich konnte der so genannte Induktionsfaktor als Maß für die relative 

Expressionsrate eines Gens berechnet werden: 

 

Induktionsfaktor = EZiel 
∆Ct

Ziel
(Kontrolle-Probe)/EReferenz 

∆Ct
Referenz

(Kontrolle-Probe) 
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1:10
1:100

1:1000

Probe unverdünnt

1:10 000

A

B

 

Abb. 6 Relative Quantifizierung und Bestimmung der Effizienz (nach Hermes (2004) [65]). 
A: Real-time-PCR SYBR Green I Fluoreszenz einer seriell verdünnten Probe 
aufgetragen gegen die Zyklenzahl am Beispiel der SAH-Hydrolase. Der Ct-Wert ist der 
Zyklus, in dem die Fluoreszenz die parallel zur x-Achse verlaufende Gerade schneidet.  
B: Auftragung der Ct-Werte der Verdünnungen gegen die relative Konzentration der 
Probe, zur Berechnung der Effizienz nach Formel E=10(-1/Steigung). 
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Tab. 5 Effizienz der LightCycler-Amplifikation während der exponentiellen Phase. 
 

Untersuchtes Gen Effizienz 

SAH-Hydrolase 1,87 

A1-Rezeptor 2,00 

18S rRNA 1,85 

 

 

2.7 Proteinbiochemische Untersuchung 
 

2.7.1 Extraktion zytosolischer Proteine 
 

Für die Untersuchung des zytoplasmatischen Enzyms SAH-Hydrolase wurden 

die zu untersuchenden Nieren nach der Entnahme und dem Wiegen mit dem 

Ultra-Turrax-Gerät für 2 min bei 1500 rpm in gekühltem 50 mM Kalium-

phosphatpuffer (KPP) (pH 7,0) aufgeschlossen. Das Verhältnis Pufferlösung in 

ml zu Nierengewicht in g betrug 2:1. Anschließend wurde das Homogenat für 

30 min bei 20000 x g’ zentrifugiert und der proteinhaltige Überstand in ein 

neues Eppendorf-Gefäß überführt. Bis zur Messung konnten die Proben so bei 

-80°C gelagert werden. 

 

2.7.2 Extraktion der Membranproteine 
 

Um die Expression des A1-Rezeptors auf Proteinebene zu untersuchen, wurden 

die Membranproteine extrahiert und in Lösung gebracht. Dies geschah durch 

Aufschluss des Nierengewebes in einem Homogenisationspuffer  

(150 mM NaCl; 1 % Tergitol NP 40; 0,5 % Natriumdeoxycholat; 0,1 % SDS;  

100 µM PMSF) mit Hilfe eines Ultra-Turrax-Geräts. Natriumdeoxycholat ist ein 

ionisches Detergens, das aufgrund seiner amphiphilen Eigenschaften Proteine 

aus Membranen herauszulösen vermag. Bei diesem Solubilisierungsvorgang 

lagern sich die Seifenmoleküle mit ihren lipophilen Anteilen an die hydrophoben 

Bereiche der Proteine an und können so die Phospholipide der Membran 

verdrängen und die Proteine aus dieser herauslösen. Phenylmethyl-
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sulfonylfluorid (PMSF) ist ein Proteaseinhibitor, der Serin-Proteasen durch 

kovalente Bindung an deren aktives Zentrum irreversibel hemmt. So verhindert 

es die enzymatische Degradation der solubilisierten Membranproteine, die in 

Lösung empfindlicher gegenüber Proteasen reagieren. 

Zu den aufgetauten Nieren wurde jeweils das Doppelte ihres Gewichtes in g an 

Homogenisationspuffer in ml hinzugegeben. Der Aufschluss mit dem Ultra-

Turrax erfolgte unter steter Eiskühlung in einem Reagenzglas für 2 min bei 

1500 rpm. Das entstandene Homogenat wurde nun für 30 min bei 4°C und 

20000 x g’ zentrifugiert. Die Zentrifugation lieferte einen klaren Rohextrakt als 

Überstand, der in frische Eppendorf-Gefäße überführt und bis zur weiteren 

Verarbeitung bei -80°C gelagert wurde. Das überwiegend Zelldetritus 

enthaltende Pellet wurde verworfen. 

 

2.7.3 Proteinbestimmung 

 

Der Proteingehalt der Rohextrakte wurde photometrisch mit der Methode nach 

Bradford (1976) [16] bestimmt. Dieses Verfahren beruht darauf, dass der 

Farbstoff Coomassie-Blau in saurer Lösung an Proteine bindet und dabei seine 

spektralen Eigenschaften ändert; es kommt zu einer Verschiebung des 

Absorptionsmaximums von 465 nm nach 595 nm. Es zeichnet sich gegenüber 

anderen Verfahren dadurch aus, dass es sensitiver und weniger störanfällig ist. 

Bezogen wurden die Messungen auf einen Rinderserumalbumin (BSA)-

Standard, der den Konzentrationsbereich von 10 µg/ml bis 200 µg/ml abdeckte. 

In diesem Bereich besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der Extinktion 

bei 595 nm und der Proteinkonzentration der zu untersuchenden Lösung. Die 

Proben wurden zunächst mit bidestilliertem Wasser so verdünnt, dass die 

Proteinkonzentration im oben genannten Zielbereich lag und anhand der 

Eichkurve ermittelt werden konnte. Anschließend wurden zu 100 µl der 

verdünnten Lösung 900 µl Protein Assay Farbstoff-Konzentrat (BioRad) in einer 

1:5 Verdünnung hinzugegeben, das Gemisch gut durchgemischt und 30 min bei 

RT’ inkubiert. Nun wurden 200 µl des Ansatzes in eine Mikrotiterplatte überführt 

und die Extinktion bei 630 nm in einem ELISA-Reader gemessen. 
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2.7.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 

Die isolierten Proteine wurden mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-PAGE nach 

Laemmli (1970) [84] aufgetrennt. Ausschlaggebend für die Trennwirkung im Gel 

ist bei dieser Methode allein das Molekulargewicht der Proteine, da ihre 

Eigenladung durch das im Ladepuffer enthaltene ionische Detergens 

Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate, SDS) völlig überdeckt wird. 

Dabei ist die Zahl der resultierenden negativen Ladungen proportional zur 

Masse des jeweiligen Proteins [37]. Zugleich bewirkt SDS durch Auflösung der 

Sekundär- und Tertiärstrukturen eine Entfaltung der Proteine, so dass sich 

deren Form zu losen Ellipsen vereinheitlicht. Damit Disulfidbrücken diesen 

Entfaltungsprozess nicht behindern, werden sie mit einem Reduktionsmittel 

gespalten. Die Größe der Aggregate ist dann ebenfalls allein von der 

Kettenlänge und somit vom Molekulargewicht abhängig. In der vorliegenden 

Arbeit wurde als Reduktionsmittel Dithiothreitol (DTT) verwendet, das dem 

Ladepuffer kurz vor Versuchsbeginn in einer Konzentration von 2 % zugesetzt 

wurde. 

Für die elektrophoretische Auftrennung im SDS-Gel wurden 2 Teile 

Proteinextrakt mit 1 Teil Ladepuffer (3x) (92 mM Tris/HCl, pH 6,8;  

14 % Glycerin; 5,3 % SDS; 0,01 % Bromphenolblau) versetzt und für 5 min bei 

95°C inkubiert. Nach Abkühlen auf RT’ wurden die Proben kurz abzentrifugiert 

und der Überstand in ein Eppendorf-Gefäß überführt. Anschließend wurden 

Aliquots mit einem Gesamtproteingehalt von 40 bis 100 µg elektrophoretisch 

aufgetrennt. Hierzu wurde das Polyacrylamidgradientengel hergestellt, das aus 

einem 4%igen Sammelgel und einem 12%igen Trenngel bestand (Tab. 6). 

Durch das grobporige Sammelgel werden die Proben zunächst in einer 

scharfen Bande aufkonzentriert, bevor sie auf das kleinporige Trenngel treffen 

und der Molekularsiebeffekt zum Tragen kommt. 
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Tab. 6 Komponenten des Trenn- und Sammelgels 
 

 Komponenten verwendetes 
Volumen 

End-
konzentration 

im Gel 

Trenngel 12 % Tris/HCl pH 8,8 (1,5 M) 

SDS (10 %) 

Acrylamid/Bisacrylamid 

(19:1, 40 %, Roth) 

H2O 

APS (10 %) 

TEMED (100 %) 

2,5 ml 

100 µl 

3,0 ml 

 

4,35 ml 

50 µl 

5 µl 

0,375 M 

0,1 % 

12 % 

 

 

0,05 % 

0,05 % 

Sammelgel 4 % Tris/HCl pH 6,8 (0,5 M) 

SDS (10 %) 

Acrylamid/Bisacrylamid 

(19:1) (40 %) 

H2O 

APS (10 %) 

TEMED (100 %). 

2,5 ml 

100 µl 

1,0 ml 

 

6,4 ml 

100 µl 

5 µl 

0,125 M 

0,1 % 

4 % 

 

0,1 % 

0,05 % 

 

 

Zwischen zwei Glasplatten wurde zunächst das Trenngel gegossen und mit  

100 % Ethanol überschichtet. Nach Auspolymerisation des Trenngels wurde der 

Alkohol entfernt, das Sammelgel bis zum Plattenspalt eingegossen und der 

Kamm zum Stechen der Taschen für die Proben in den Plattenspalt geschoben. 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer Gelelektrophoreseapparatur von 

BioRad bei 100 V in Laufpuffer (1x) (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 3,4 mM  

(0,1 %) SDS) über einen Zeitraum von 90 min. Neben den Proben wurden auf 

jedes Gel auch 15 µl eines Proteinmarkers (Prestained standards, BioRad) 

aufgetragen. 
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2.7.5 Western Blot 
 

Nach Auftrennung im SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine mittels 

Western Blot [140] auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. 

Der Western Blot, auch Immunoblot genannt, dient der Darstellung und 

Detektion gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine nach Übertragung auf 

eine geeignete Trägermembran mit Hilfe immunologischer Methoden. Ein 

wesentlicher Vorteil dieses Blots besteht darin, dass das gesuchte Molekül nicht 

in einem Gel verteilt, sondern auf der Oberfläche einer Membran konzentriert ist 

und somit wesentlich leichter detektiert werden kann. Mit Hilfe dieser Methode 

können unmarkierte Antigene in komplexen Gemischen nach ihrer 

gelelektrophoretischen Auftrennung durch spezifische Antikörper detektiert und 

in ihrem relativen Molekulargewicht und ihrer Quantität bestimmt werden. 

Der Transfer erfolgte bei 400 mA und 100 V über einen Zeitraum von 90 min in 

einer BioRad-Kammer mit gekühltem Transferpuffer (25 mM Tris;  

192 mM Glycin; 20 % Methanol) und einem Kühlaggregat bei 4°C. Nach dem 

Blotten wurde die Membran kurz mit TPBS (48 mM Na2HPO4·2 H20;  

18 mM KH2PO4; 147 mM NaCl; 0,05 % (v/v) Tween-20; pH 7,2) gespült. Um 

unspezifische Bindung des Antikörpers an die Membranoberfläche zu 

verhindern, wurde die Membran mit 5 % Magermilchpulver in TPBS für 

mindestens 3 h geblockt [64]. Im nächsten Schritt wurde die Membran für drei 

Mal 10 min mit TPBS gewaschen. Nun erfolgte die Inkubation über Nacht bei 

RT’ mit dem primären Antikörper. Eingesetzt wurde zum einen ein von Kloor et 

al. (2000) [76] selbst hergestellter polyklonaler Antikörper des Kaninchens 

gegen SAH-Hydrolase  und zum anderen ein polyklonaler Antikörper des 

Kaninchens gegen den Adenosin-A1-Rezeptor (Sigma, PN: A-268), die beide 

kurz vor der Anwendung 1:500 in PBS (48 mM Na2HPO4·2 H20;  

18 mM KH2PO4; 147 mM NaCl; pH 7,2) + 0,5 % BSA verdünnt wurden. Im 

Anschluss wurde die Membran erneut drei Mal 10 min mit TPBS gewaschen 

und 1 h lang bei RT’ mit dem sekundären Antikörper inkubiert. Als 

Sekundärantikörper wurde in beiden Fällen ein Meerrettichperoxidase-

konjugiertes IgG der Ziege gegen Kaninchen (Dako) in einer  
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1:1500 Verdünnung in PBS + 0,5 % BSA eingesetzt. Bevor die colorimetrische 

Detektion erfolgte, wurde die Membran erneut drei Mal 10 min in TPBS 

gewaschen. Die colorimetrische Detektion beruht auf der Oxidation von  

4-Chloro-1-naphthol in Gegenwart von H2O2, bei der ein purpurfarbener 

Farbniederschlag entsteht. Zur Visualisierung wurde die Membran so lange mit 

der Entwicklerlösung (Tab. 7) inkubiert, bis ein dunkler Niederschlag deutlich zu 

erkennen war. Abschließend wurde die Membran entwässert und zwischen 

Filterpapier getrocknet. 

 

 
Tab. 7 Zusammensetzung der Entwicklerlösung für die colorimetrische Detektion. 

Die Komponenten wurden erst unmittelbar vor der Detektion in 100 ml PBS verdünnt 
und gemischt. 
 

Komponenten eingesetztes 
Volumen 

Endkon-
zentration 

4-Chloro-1-naphthol (2 % in Polyethylenglykol) 

H2O2 (3 %) 

Orthotoluidin (gesättigt in 7 % Essigsäure) 

0,2 ml 

1,0 ml 

1,0 ml 

0,004 % 

0,03 % 

 

 

2.7.6 Photometrische Bestimmung der SAH-Hydrolase-Aktivität 
 

Die Aktivität der SAH-Hydrolase wurde spektralphotometrisch mit der MTT-

Formazan-Methode nachgewiesen. Dabei wird das durch SAH-Hydrolyse 

entstehende Adenosin über Inosin, Hypoxanthin und Xanthin zu Harnsäure 

umgewandelt. Bei dieser Methode ist die Bestimmung der SAH-Hydrolase-

Aktivität an die enzymatische Aktivität der Xanthinoxidase gekoppelt, die mit 

Hilfe einer Farbreaktion visualisiert werden kann. Die Umwandlung des gelben 

Monotetrazoliumsalzes MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium-bromid) in das violette Formazan ist geknüpft an die Wirkung der 

Xanthinoxidase und kann bei einer Wellenlänge von 578 nm photometrisch 

bestimmt werden. Da im Reaktionsansatz alle Hilfsenzyme im Überschuss 

zugesetzt werden, stellt die SAH-Hydrolyse den geschwindigkeits-
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bestimmenden Schritt der Gesamtreaktion dar. Aus dem Reaktionsschema 

(Abb. 7) geht hervor, dass für jedes umgesetzte Molekül SAH zwei Moleküle 

Formazan aus MTT entstehen. Dieses stöchiometrische Verhältnis von 1:2 

muss bei der Berechnung der Enzymaktivität der SAH-Hydrolase berücksichtigt 

werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 7 Reaktionskaskade des SAH-Abbaus bei der spektralphotometrischen 
Aktivitätsbestimmung der SAH-Hydrolase mit Hilfe der MTT-Formazan-Methode  
(nach Hermes (2004) [65]) 
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Für die Aktivitätsmessung wurde zunächst ein Reaktionsansatz hergestellt, der 

die einzelnen Komponenten in folgender Konzentration bzw. Aktivität enthielt: 

50 mM KPP (pH 7,0), 1,2 U/ml Adenosindesaminase, 0,06 U/ml Nukleosid-

phosphorylase, 0,1 U/ml Xanthinoxidase, 10 mM MTT, 0,016 % Gelatine und 

1,6 mM Meldolalblau. Der Zusatz von Gelatine verhindert die Ausflockung des 

schwer wasserlöslichen Formazans. Meldolalblau (8-Dimethylamino-2,3-

benzoephenoxazin) erhöht die Geschwindigkeit der Wasserstoffübertragung auf 

das Tetrazoliumsalz. Außerdem wurde eine 1 mM SAH-Lösung in 50 mM KPP 

(pH 7,0) vorbereitet. Es wurden nun je 900 µl des Reaktionsansatzes und 50 µl 

des Rohextrakts in die Mess- bzw. die Referenzküvette pipettiert, gut gemischt 

und die Küvetten ins Photometer gestellt. Dieses Gemisch wurde für 5 min bei 

RT’ inkubiert, um alle endogenen Substrate abreagieren zu lassen. In der 

Messküvette wurde anschließend durch Zugabe von 50 µl SAH-Lösung die 

Enzymreaktion gestartet und der zeitliche Verlauf der Extinktionsänderung bei 

578 nm über einen Zeitraum von 5 min aufgezeichnet. Die Extinktionswerte der 

Referenz wurden bei der Messung ebenfalls registriert und als Leerwert 

herangezogen. 

 

Die Berechnung der Enzymaktivität erfolgte mit Hilfe des Lambert-Beerschen 

Gesetzes, das einen linearen Zusammenhang zwischen der 

Extinktionsänderung einer Probe und deren Stoffmengenkonzentration herstellt: 

 

∆E’ = ε · ∆c · d  
 

Bedeutung der einzelnen Größen: 

∆E’: Extinktionsänderung pro Zeiteinheit, [1/min]; gemessen im linearen 

Bereich der Kurve 

ε: Molarer Extinktionskoeffizient, [cm²/µmol]; εFormazan = 13,0 cm²/µmol 

∆c: Konzentrationsänderung, [µmol/ml·min]; im vorliegenden Fall des 

Formazans 

d: Schichtdicke der Küvette, [cm]; im vorliegenden Fall d = 1 cm 
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Durch Einsetzen der bekannten Größen und Umformen der obigen Formel 

erhält man die Beziehung: 

 

∆cFormazan = ∆E’/13,0 µmol/ml 
 

Somit konnte die Konzentrationsänderung unmittelbar aus der gemessenen 

Extinktionsänderung berechnet werden. Mit Hilfe dieses Wertes und der im 

Vorfeld gemessenen Proteinkonzentration (cProtein) konnte nun die Spezifische 

Aktvität (As) der SAH-Hydrolase wie folgt berechnet werden, wobei das 

stöchiometrische Verhältnis von 1:2 berücksichtigt wurde: 

 

As [U] = ∆cFormazan/cProtein·2    [U = µmol/mg·min] 

 

2.8 Statistik 
 

Die statistische Auswertung der im Rahmen der real-time quantitativen PCR- 

und der HPLC-Analyse erhobenen Daten erfolgte mit dem Computerprogramm 

Instat (Version 2.02, GraphPad Software). Die Daten wurden als  

Mittelwerte ± SEM (standard error of the means) angegeben. Die Datensätze 

der Versuchsgruppen wurden mit denjenigen der Kontrollgruppe verglichen und 

die Abweichungen mit dem Student-t-Test für unverbundene Stichproben auf 

ihre Signifikanz hin untersucht. Dabei wurden p-Werte < 0,05 als signifikant 

angesehen. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Nierengewicht 
 
Da beide Nieren der Versuchstiere nach der Organentnahme sofort zu 

Versuchszwecken weiterverarbeitet wurden, konnte das Nierengewicht nicht 

bestimmt werden. Die rechte Niere wurde zur Metabolitenanalyse nach der 

Gefrierstoppmethode sofort mit der Wollenberger-Zange komprimiert und in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren. Für die immunhistochemischen bzw. die 

proteinbiochemischen Untersuchungen wurde die linke Niere anschließend 

ebenfalls augenblicklich in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 

 
3.2 Proteinausscheidung im Urin 
 
Um eine quantitative Aussage über den erfolgten glomerulären Schaden treffen 

zu können, wurden die Tiere mit PAN einen Tag vor Injektion des Puromycins 

sowie einen Tag vor der Organentnahme jeweils für 24 h in einem 

Stoffwechselkäfig bei Standardfutter und Wasser ad libidum gehalten und deren 

Gesamtproteinausscheidung im Urin gemessen. Vor Induktion des 

Krankheitszustandes belief sich die Proteinausscheidung durchschnittlich auf 

22,0 ± 0,9 mg/24 h (n=6), wobei an dieser Stelle zu bemerken ist, dass eine 

geringe Proteinurie bei Ratten physiologisch ist. Nach 3-tägiger PAN hatte sich 

dieser Parameter statistisch nicht signifikant auf 27,8 ± 3,9 mg/24 h erhöht 

(n=3), um dann nach 11 Tagen einen statistisch signifikant erhöhten Wert von 

36.7 +/- 2.6 mg/24 h (n=3) zu erreichen. Eine statistische Signifikanz war hier 

bei einem p-Wert kleiner als 0,02 im Student-t-Test gegeben. 
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3.3 Immunhistochemische Lokalisation der SAH-Hydrolase 
 
3.3.1 Lokalisation der SAH-Hydrolase unter physiologischen 

Bedingungen in der Niere der adulten Ratte 
 

Die SAH-Hydrolase ist als ubiquitäres Enzym sowohl in der Nierenrinde als 

auch im Nierenmark lokalisiert. Es zeigte sich, dass das Enzym in den 

Glomerula und in sämtlichen tubulären Strukturen vorkommt. Insgesamt ist die 

Expression in tubulären Strukturen eher schwach, wobei einzelne Abschnitte 

des Tubulussytems, überwiegend im apikalen Bereich des Epithels, deutlich 

stärker gefärbt sind (Abb. 8). Durch eine Doppelfärbung mit Antikörpern gegen 

SAH-Hydrolase und AQP3, das in der basolateralen Membran von 

Sammelrohrzellen exprimiert wird, konnte das Sammelrohr als einer dieser 

Tubulusabschnitte eindeutig identifiziert werden (Abb. 9). Bei den weiteren 

stärker gefärbten Tubulusabschnitten handelt es sich vermutlich um proximale 

Tubuli, was mangels eines spezifischen Markers anhand der charakteristischen 

Morphologie angenommen werden kann.  

Eine besonders intensive Anfärbung fiel in bestimmten Zellen der Glomerula 

auf, die morphologisch im Transmissionsbild am ehesten den Podozyten zu 

entsprechen scheinen. Mit Hilfe einer Doppelfärbung, bei der neben der SAH-

Hydrolase auch die Podozyten durch einen Antikörper gegen WT1 spezifisch 

angefärbt wurden, konnte das Signal definitiv den Podozyten zugeordnet 

werden. In der Doppelfärbung mit Synaptopodin (Abb. 10) ist zu erkennen, dass 

die SAH-Hydrolase vorwiegend im Perikaryon der Podozyten lokalisiert ist. 

Zwar kommt sie auch in den Fußfortsätzen vor, allerdings nur im proximalen, 

also perikaryonnahen Abschnitt. In den distaleren Abschnitten, in denen es zu 

immer feineren Verzweigungen der dendritischen Fortsätze kommt, kann das 

Enzym nicht mehr nachgewiesen werden.  

Die Doppelmarkierung mit dem Kernfarbstoff Sytox green zeigte, dass die SAH-

Hydrolase in erster Linie perinukleär, die Zellkerne regelrecht aussparend, im 

Zytoplasma gelegen ist (Abb. 8 B). Vereinzelt treten jedoch auch intranukleäre 
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Kolokalisationen auf, vor allem im Randbereich der Zellkerne, allerdings sind 

diese sehr diskret ausgeprägt und auch eher die Ausnahme als die Regel. 
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Abb. 8 Darstellung der SAH-Hydrolase (rot) mit einem polyklonalen Primärantikörper des Kaninchens (Verdünnung 1:50) und einem Texas-Red-
 konjugierten Sekundärantikörper der Ziege (Verdünnung 1:100) in der Niere der gesunden adulten Ratte durch Immunfluoreszenz. Zusätzlich 
 wurde eine Zellkernfärbung (grün) mit dem Farbstoff Sytox green (Verdünnung 1:100000) durchgeführt. 
 A: Ausschnitt aus der Nierenrinde. 
 B: Glomerulum mit umgebenden Tubuli aus A in stärkerer Vergrößerung. Offener Pfeil: Perinukleäres Verteilungsmuster der SAH-Hydrolase
 im Zytoplasma eines Podozyten. Geschlossener Pfeil: Seltene intranukleäre Lokalisation der SAH-Hydrolase.                                                               
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Abb. 9 Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der SAH-Hydrolase (rot) in der Niere der gesunden adulten Ratte in Kombination mit einer Markierung 
 von Sammelrohren (grün) mit einem polyklonalen Antikörper der Ziege gegen AQP3 (Verdünnung 1:100). Als Sekundärantikörper wurden ein 
 Cy5-konjugierter Antikörper des Esels gegen Kaninchen (Verdünnung 1:100) und ein Texas-Red-konjugierter Antikörper des Esels gegen 
 Ziege (Verdünnung 1:200) verwendet. Zusätzlich ist hier ein Transmissionsbild überlagert. 
 A: Glomerulum mit umgebenden Tubuli und grün markiertem Sammelrohr. 
 B: Einzeln dargestellte Farbkanäle von A. 
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Abb. 10 Immunhistochemische Doppelmarkierung der SAH-Hydrolase (rot) und von Synaptopodin (grün), einem Protein der Podozytenfortsätze, mit 
 überlagertem Transmissionsbild in der Niere der gesunden adulten Ratte. Der Primärantikörper gegen Synaptopodin stammte aus der Maus 
 und wurde in einer Verdünnung von 1:100 eingesetzt. Als Sekundärantikörper wurden ein Cy5-konjugiertes IgG der Ziege gegen 
 Kaninchen und ein Texas-Red-konjugiertes IgG der Ziege gegen Maus (Verdünnung jeweils 1:100) verwendet. 
 A: Glomerulum. Pfeil: Feine, distal gelegene Verzweigung eines Fußfortsatzes, in der keine SAH-Hydrolase mehr nachzuweisen ist. 
 B: Einzeln dargestellte Farbkanäle von A.
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3.3.2 Lokalisation der SAH-Hydrolase in der Niere der adulten Ratte unter 
experimentell induziertem insulinabhängigen Diabetes mellitus 
(IDDM) 

 
Es wurden Nieren von Ratten untersucht, die nach 4-wöchiger diabetischer 

Stoffwechsellage entnommen worden waren.  

Histologisch fiel zunächst die durch den Krankheitsprozess weniger deutlich 

gezeichnete Gewebetextur mit schlechter abgrenzbaren Zell- und 

Gewebsgrenzen auf. Das Gewebe nahm insgesamt mehr Hintergrundfärbung 

an, so dass daraus eine Färbung mit weniger Kontrast zwischen den einzelnen 

Strukturen resultierte. Überdies imponierten verglichen mit den Nieren der 

Kontrolltiere die Glomerula größer und optisch dichter; im glomerulären 

Gefäßkonvolut waren wesentlich weniger Lumina erkennbar. Des Weiteren 

zeigte sich als Folge der pathologischen Prozesse eine Schwellung der Tubuli. 

Hinsichtlich der Verteilung der SAH-Hydrolase ergaben sich keine Unterschiede 

im Vergleich mit den Kontrollnieren. Ein besonders intensives Signal zeigte sich 

auch hier in den Podozyten sowie in bestimmten Abschnitten des 

Tubulussystems, nämlich dem Sammelrohr und dem proximalen Tubulus. In 

der Doppelfärbung mit dem Kernfarbstoff Sytox green herrschte ebenfalls ein 

perinukleäres Verteilungsmuster des Enzyms vor und nur selten traten diskrete 

Kolokalisationen am Rande von Zellkernen auf (Abb. 11). 
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Abb. 11 Darstellung der SAH-Hydrolase (rot) mit einem polyklonalen Primärantikörper des Kaninchens (Verdünnung 1:50) und einem Texas-Red-
 konjugierten Sekundärantikörper der Ziege (Verdünnung 1:100) in Kombination mit einer Kernfärbung (grün) mit Sytox green (Verdünnung 
 1:100000) in der Niere der adulten Ratte nach 4-wöchigem IDDM. 
 A: Ausschnitt aus der Nierenrinde. Simultane Darstellung der SAH-Hydrolase und der Zellkerne. 
 B: Gleicher Ausschnitt wie in A. Hier aber alleinige Darstellung der SAH-Hydrolase. 
 C: Gleicher Ausschnitt wie in A. Hier alleinige Darstellung der Zellkerne. 
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3.3.3 Lokalisation der SAH-Hydrolase in der Niere der adulten Ratte unter 
experimenteller systemischer Hypoxie 

 

Unter hypoxischen Bedingungen entsprach die Verteilung der SAH-Hydrolase 

den Verhältnissen in der Kontrollniere.  

In den Glomerula zeigte sich eine besonders deutliche Anfärbung in den 

Podozyten. Des Weiteren konnte auch hier ein prominentes Signal vorwiegend 

im apikalen Bereich des Sammelrohrepithels und des Epithels des proximalen 

Tubulus beobachtet werden. Auf Zellebene ergab die Doppelmarkierung mit 

Sytox green ebenfalls eine ganz überwiegend zytoplasmatische, perinukleäre 

Lokalisation des Enzyms. Selten war die Hydrolase auch intranukleär im 

Randbereich der Kerne lokalisiert (Abb. 12). 

Als Zeichen der zellulären Hypoxie mit konsekutiver hydropischer Schwellung 

war eine deutliche Verengung der Lumina tubulärer Strukturen festzustellen. 
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Abb. 12Darstellung der SAH-Hydrolase (rot) mit einem polyklonalen Primärantikörper des Kaninchens (Verdünnung 1:50) und einem Texas-Red-
 konjugierten Sekundärantikörper der Ziege (Verdünnung 1:100) in der Rattenniere unter experimenteller Hypoxie durch indirekte 
 Immunfluoreszenz. Zusätzlich wurde eine Zellkernfärbung (grün) mit dem Farbstoff Sytox green (Verdünnung 1:100000) durchgeführt. 
 A: Ausschnitt aus der Nierenrinde. Pfeil: Intranukleäre Lokalisation der SAH-Hydrolase. 
 B: Glomerulum mit umgebenden Tubuli aus A in stärkerer Vergrößerung. Pfeil: Perinukleäres Verteilungsmuster der SAH-Hydrolase im 
 Zytoplasma eines Podozyten.
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3.3.4 Lokalisation der SAH-Hydrolase in der Niere der adulten Ratte mit 
Puromycin-Aminonukleosid-Nephrose (PAN) 

 
Untersucht wurden Nieren von Ratten 3 bzw. 11 Tage nach intraperitonealer 

Injektion von Puromycin. 

Nach 3-tägiger PAN zeigte sich ein durch den Entzündungsprozess sehr stark 

angegriffenes Gewebe. Bereits beim Schneiden am Mikrotom fiel auf, dass die 

Nieren von sehr bröckeliger Konsistenz waren. Mikroskopisch war zu sehen, 

dass das Gewebe im Vergleich zu Kontrollnieren wesentlich mehr unspezifische 

Hintergrundfärbung annahm und insgesamt inhomogener gefärbt war. Die 

Textur wirkte aufgelockerter, in den Lumina der Tubuli fand sich häufig 

Zelldetritus (Abb. 13 B). 

Hinsichtlich der Verteilung der SAH-Hydrolase ergab sich kein Unterschied zur 

Kontrollniere. Auch hier war eine starke Anfärbung glomerulär in den Podozyten 

nachzuweisen. Darüber hinaus stellte sich ein intensives Signal im apikalen 

Bereich des proximalen Tubulus und des Sammelrohrs dar. 

In der Doppelfärbung der SAH-Hydrolase mit dem Kernfarbstoff Sytox green 

war das Enzym auch hier vorwiegend perinukleär zytoplasmatisch lokalisiert. 

Hingegen wurden deutliche morphologische Veränderungen im Gegensatz zur 

Kontrollniere in der Doppelmarkierung der SAH-Hydrolase mit Synaptopodin 

sichtbar. Hier kam es zu einer Verplumpung der Podozyten mit deutlicher 

Rarefizierung bzw. Retraktion der Fußfortsätze (Abb. 13, vergleiche auch Abb. 

10). Sofern die feinen, distal gelegenen Verzweigungen der Fußfortsätze noch 

zu erkennen waren, konnte in ihnen die SAH-Hydrolase nicht nachgewiesen 

werden. 

11 Tage nach Induktion der Nephrose hatte sich der Gewebszustand wieder 

deutlich verbessert. Es war nicht nur weniger Hintergrundfärbung, sondern auch 

eine im Vergleich zum Zustand nach 3-tägiger PAN wesentlicher klarer 

gezeichnete und weniger zerrissene Textur zu verzeichnen. 

Auch hier waren im Vergleich mit der Kontrolle keinerlei Unterschiede in der 

Verteilung der SAH-Hydrolase nachzuweisen. 
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Auffällig war eine ausgeprägte, im Vergleich zur Kontrolle regelrecht 

überschießende Regeneration und Wiederaussprossung der Fußfortsätze der 

Podozyten in der Doppelmarkierung der SAH-Hydrolase mit Synaptopodin 

(Abb. 14, vgl. auch Abb. 10 und Abb. 13). 
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Abb. 13 Immunhistochemische Doppelmarkierung der SAH-Hydrolase (rot) und von Synaptopodin (grün), einem Protein der Podozytenfortsätze, in der 
 Niere der adulten Ratte nach 3-tägiger PAN. Der Primärantikörper gegen Synaptopodin stammte aus der Maus und wurde in einer 
 Verdünnung von 1:100 eingesetzt. Als Sekundärantikörper wurden ein Cy5-konjugiertes IgG der Ziege gegen Kaninchen und ein Texas-Red-
 konjugiertes IgG der Ziege gegen Maus (Verdünnung jeweils 1:100) verwendet. 
 A: Glomerulum. 
 B: Glomerulum aus A mit überlagertem Transmissionsbild.     
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Abb. 14 Immunhistochemische Doppelmarkierung der SAH-Hydrolase (rot) und von Synaptopodin (grün), einem Protein der Podozytenfortsätze, mit 
 überlagertem Transmissionsbild in der Niere der adulten Ratte nach 11-tägiger PAN. Der Primärantikörper gegen Synaptopodin stammte aus 
 der Maus und wurde in einer Verdünnung von 1:100 eingesetzt. Als Sekundärantikörper wurden ein Cy5-konjugiertes IgG der Ziege gegen 
 Kaninchen und ein Texas-Red-konjugiertes IgG der Ziege gegen Maus (Verdünnung jeweils 1:100) verwendet. 
 A: Glomerulum. Pfeil: Perikaryonnaher Abschnitt eines Fußfortsatzes mit einer Kolokalisation von SAH-Hydrolase und Synaptopodin. 
 B: Einzeln dargestellte Farbkanäle von A.  
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3.4 Immunhistochemische Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors 
 
3.4.1 Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors unter physiologischen 

Bedingungen in der Niere der adulten Ratte 
 
Der immunhistochemische Nachweis des Adenosin-A1-Rezeptors ergab ein 

umschriebenes, intensives spezifisches Signal in direkter Umgebung des 

Glomerulums. Dieses war zwar streng extraglomerulär, also außerhalb der 

Bowmanschen Kapsel, aber in unmittelbarer räumlicher Beziehung zu dieser 

lokalisiert (Abb. 15). Ebenfalls in direkter Umgebung hierzu fand sich ein 

Abschnitt des Tubulussystems, der morphologisch als distaler Tubulus zu 

identifizieren war. Dieser Sachverhalt legte die Vermutung nahe, dass es sich 

bei dem beschriebenen Areal um den JGA am Gefäßpol des 

Nierenkörperchens handelt. Da im JGA mit den Polkissenzellen, der Macula 

densa und den extraglomerulären Mesangiumzellen drei verschiedene 

Zelltypen auf engstem Raum vorkommen, wurde eine gleichzeitige Anfärbung 

des Adenosin-A1-Rezeptors mit Cox-2 durchgeführt, um eine genauere 

Zuordnung des Signals zu den genannten Zellpopulationen vornehmen zu 

können. Cox-2 soll in der Niere in besonders hohem Maße in den Zellen der 

Macula densa exprimiert werden. Die Doppelmarkierung ergab eine eindeutige 

Kolokalisation des Rezeptors mit Cox-2 (Abb. 16). Aus Abb. 16 geht jedoch 

auch hervor, dass es nicht notwendigerweise zu einer Kolokalisation kam; 

vielmehr traten auch Bereiche auf, in denen sehr wohl Cox-2, aber kein 

Adenosin-A1-Rezeptor nachgewiesen werden konnte. 

In der Doppelfärbung mit dem Kernfarbstoff Sytox green wurde eine streng 

extranukleäre Lokalisation des Rezeptors deutlich (Abb. 15 B).  
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Abb. 15 Darstellung des Adenosin-A1-Rezeptors (rot) mit einem polyklonalen Primärantikörper des Kaninchens (Verdünnung 1:100) und einem Cy5-
 konjugierten Sekundärantikörper der Ziege (Verdünnung 1:100) in der Niere der gesunden adulten Ratte durch Immunfluoreszenz. 
 A: Transmissionsbildüberlagerung. Extraglomerulär gelegene, Adenosin-A1-Rezeptor positive Struktur in unmittelbarer Nachbarschaft zu einem 
 quer angeschnittenen distalen Tubulus. 
 B: Doppelmarkierung mit dem Kernfarbstoff Sytox green (Verdünnung 1:100000). Pfeil: Streng extranukleäre Lokalisation des Rezeptors. 
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Abb. 16 Immunhistochemische Darstellung des Adenosin-A1-Rezeptors (rot) mit gleichzeitiger zusätzlicher Markierung der Macula densa (grün) mit 
 einem polyklonalen Antikörper der Ziege (Verdünnung 1:50) gegen Cox-2 und überlagertem Transmissionsbild. Zur Fluoreszenzmarkierung der 
 Primärantikörper wurden ein Cy5-konjugiertes IgG des Esels gegen Kaninchen (Verdünnung 1:100) und ein Texas-Red-konjugiertes IgG des 
 Esels gegen Ziege (Verdünnung 1:200) eingesetzt. 
 A: Glomerulum. Offener Pfeil: Kolokalisation des Rezeptors mit Cox-2. Geschlossener Pfeil: Cox-2 positiver Bereich ohne Nachweis des 
 Adenosin-A1-Rezeptors 
 B: Einzeln dargestellte Farbkanäle aus A.
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3.4.2 Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors in der Niere der adulten 
Ratte unter experimentell induziertem insulinabhängigen Diabetes 
mellitus (IDDM) 

 

Untersucht wurden Nieren von adulten Ratten nach 4-wöchigem IDDM. 

Zuallererst fiel der durch den Krankheitszustand verursachte schlechte 

Gewebszustand mit zahlreichen Rissen sowie eine im Vergleich mit der 

Kontrolle verstärkte Hintergrundfärbung auf.  

Unter diabetischen Bedingungen fanden sich hinsichtlich Lokalisation und der 

Anzahl der nachzuweisenden Adenosin-A1-Rezeptoren keine Unterschiede zur 

Kontrollniere. Auch hier stellte sich ein umschriebenes, zwar streng 

extraglomerulär, aber ganz dicht beim Glomerulum gelegenes Signal dar, das 

darüber hinaus in direkter Nachbarschaft zu einem distalen Tubulus lokalisiert 

war (Abb. 17).  

Die Doppelfärbung des Rezeptors mit Cox-2 zeigte auch in diesem Falle eine 

eindeutige Kolokalisation, also ein Vorkommen des Adenosin-A1-Rezeptors in 

den Zellen der Macula densa, wobei auch Bereiche vorzufinden waren, in 

denen zwar Cox-2, aber kein Adenosin-A1-Rezeptor nachzuweisen war (Abb. 

17).  

Analog zu den unter Kontrollbedingungen gehaltenen Tieren wurde in der 

Doppelfärbung mit dem Kernfarbstoff Sytox green eine streng extranukleäre 

Lokalisation des Rezeptors deutlich. 
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Abb. 17 Immunhistochemischer Nachweis des Adenosin-A1-Rezeptors (rot) mit einem polyklonalen Primärantikörper des Kaninchens (Verdünnung 
 1:100) in der Niere der diabetischen adulten Ratte. Gleichzeitig wurden die Zellen der Macula densa (grün) mit einem polyklonalen Antikörper 
 der Ziege (Verdünnung 1:50) gegen Cox-2 angefärbt und das Transmissionsbild überlagert. Zur Detektion der Primärantikörper dienten ein 
 Cy5-konjugiertes IgG des Esels gegen Kaninchen (Verdünnung 1:100) und ein Texas-Red-konjugiertes IgG des Esels gegen Ziege 
 (Verdünnung 1:200). 
 A: Glomerulum mit umgebenden Tubuli. 
 B: Einzeln dargestellte Farbkanäle aus A. 
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3.4.3 Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors in der Niere der adulten 
Ratte unter experimenteller systemischer Hypoxie 

 
Die experimentelle systemische Hypoxie führte ebenso zu keiner Veränderung 

der Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors. Eine intensive spezifische 

Anfärbung stellte sich auch hier im JGA dar. Dort war das entsprechende Signal 

extraglomerulär zwischen der Bowmanschen Kapsel und einem distalen 

Tubulus zu detektieren. 

Bei der gleichzeitigen Anfärbung des Adenosin-A1-Rezeptors und der Cox-2 

konnte zweifelsfrei eine Kolokalisation der beiden Proteine nachgewiesen 

werden (Abb. 18). Obwohl Abb. 18 eine komplette Kolokalisation zeigt, war 

diese häufig auch nur partiell zu beobachten, d. h. es traten Bereiche auf, in 

denen sowohl der Rezeptor als auch die Cox-2 nachgewiesen werden konnten, 

und, unmittelbar benachbart, auch Bereiche, in denen nur Cox-2, aber kein 

Adenosin-A1-Rezeptor erkennbar war. 

In der Doppelfärbung mit einem Antikörper gegen den A1-Rezeptor und dem 

Kernfarbstoff Sytox green wurde deutlich, dass die Zellkerne von der Anfärbung 

durch den Antikörper ausgespart blieben, der Rezeptor also nicht im Zellkern 

vorkam. 

Die zelluläre Hypoxie hatte eine hydropische Zellschwellung zur Folge, was sich 

in einer Verminderung des Durchmessers der Tubuluslichtungen äußerte. 
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Abb. 18 Immunhistochemische Darstellung des Adenosin-A1-Rezeptors (rot) mit einem polyklonalen Primärantikörper des Kaninchens (Verdünnung 
 1:100) in der Niere der unter Hypoxie gehaltenen adulten Ratte. Gleichzeitig wurden die Zellen der Macula densa (grün) mit einem polyklonalen 
 Antikörper der Ziege (Verdünnung 1:50) gegen Cox-2 angefärbt und das Transmissionsbild überlagert. Zur Detektion der Primärantikörper 
 dienten ein Cy5-konjugiertes IgG des Esels gegen Kaninchen (Verdünnung 1:100) und ein Texas-Red-konjugiertes IgG des Esels gegen Ziege 
 (Verdünnung 1:200). 
 A: Glomerulum mit umgebenden Tubuli. 
 B: Einzeln dargestellte Farbkanäle aus A. 
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3.4.4 Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors in der Niere der adulten 
Ratte mit Puromycin-Aminonukleosid-Nephrose (PAN) 

 
Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an Nieren vorgenommen, 

die 3 bzw. 11 Tage nach Induktion der PAN entnommen worden waren. 

Der Entzündungsprozess führte zu einer Verschlechterung des 

Gewebszustandes nach 3-tägiger PAN, was vor allem in den 

Transmissionsaufnahmen sichtbar war. Dies äußerte sich in weniger klar 

konturierten Strukturen, reichlich Zelldetritus in den Tubuluslichtungen und 

einem verstärkten Auftreten von Rissen im Gewebe, die vermutlich durch die 

bröckelige Konsistenz beim Schneiden am Mikrotom verursacht wurden. 

Überdies nahm das Gewebe generell wesentlich mehr Hintergrundfärbung an 

als die Kontrollnieren. Nach 11-tägiger PAN kam es zu einer deutlichen 

Rückbildung der beschriebenen Vorgänge, wobei noch nicht wieder der 

Zustand unter physiologischen Bedingungen erreicht war.  

In beiden Fällen zeigte sich wiederum keine Veränderung der Lokalisation des 

Adenosin-A1-Rezeptors im Vergleich mit den Untersuchungen unter 

Kontrollbedingungen. Die Färbungen ergaben ein kräftiges umschriebenes 

Signal im JGA.  

Mit Hilfe der Doppelmarkierung mit dem Kernfarbstoff Sytox green konnte eine 

streng extranukleäre Lokalisation des Rezeptors auch hier bestätigt werden 

(Abb. 19).  

Die gleichzeitige Anfärbung des Adenosin-A1-Rezeptors mit Cox-2 zeigte eine 

eindeutige Kolokalisation in der Macula densa, wobei auch hier Bereiche 

auftraten, die Cox-2 positiv, aber Adenosin-A1-Rezeptor negativ waren  

(Abb. 20).  
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Abb. 19 Immunhistochemischer Nachweis des Adenosin-A1-Rezeptors (rot) nach 3-tägiger PAN in der Niere der adulten Ratte mit einem polyklonalen 
 Antikörper des Kaninchens (Verdünnung 1:100) und einem Texas-Red-konjugierten Sekundärantikörper der Ziege (Verdünnung 1:100). 
 Zusätzlich wurde hier eine Kernfärbung (grün) mit Sytox green (Verdünnung 1:100000) durchgeführt. 
 A: Doppelmarkiertes Glomerulum.  
 B: Glomerulum aus A. Alleinige Darstellung des Adenosin-A1-Rezeptors. 
 C: Glomerulum aus A. Alleinige Darstellung der Zellkerne. 
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Abb. 20Nachweis des Adenosin-A1-Rezeptors (rot) nach 11-tägiger PAN in Verbindung mit einer Anfärbung der Macula densa (grün) durch einen 
 polyklonalen Antikörper der Ziege gegen Cox-2 (Verdünnung 1:50) und einer Kernfärbung (blau) mit Sytox green (Verdünnung 1:100000). Als 
 Sekundärantikörper wurden ein Cy5-konjugiertes IgG des Esels gegen Kaninchen (Verdünnung 1:100) und ein Texas-Red-konjugiertes IgG 
 des Esels gegen Ziege (Verdünnung 1:200) eingesetzt. 
 A: Dreifachmarkiertes Glomerulum. 
 B: Einzeln dargestellte Farbkanäle aus A. 
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3.5 Quantitative Analyse der Adeninnukleoside und Bestimmung des 
 Methylierungspotentials (MP) 

 
Der Gewebsgehalt der Nieren an den Adeninnukleosiden SAH, SAM und 

Adenosin wurde mittels HPLC quantitativ bestimmt und die Ergebnisse unter 

Kontroll- sowie verschiedenen pathologischen Bedingungen verglichen. Bei den 

Krankheitszuständen handelte es sich einerseits um eine experimentell 

induzierte Glomerulonephritis (PAN; 3 bzw. 11 Tage nach Applikation), 

andererseits um eine experimentell herbeigeführte hypoxische Nephropathie 

und schließlich um einen experimentell induzierten, insulinpflichtigen Diabetes 

mellitus.  

Unter Kontrollbedingungen betrug die SAH-Konzentration im Nierengewebe 

0,65 ± 0,07 nmol/g FG, diejenige an SAM 35,4 ± 2,7 nmol/g FG und der 

Gewebsgehalt an Adenosin 4,5 ± 0,3 nmol/g FG. Nach 3-tägiger PAN zeigten 

sich Konzentrationen der Metabolite von 1,4 ± 0,3 nmol/g FG für SAH,  

23,7 ± 0,4 nmol/g FG für SAM und 7,0 ± 0,3 nmol/g FG für Adenosin (alle drei 

signifikant verändert). Ebenfalls signifikante Veränderungen zeigten die 

gemessenen Werte für SAH (erhöht), SAM (erniedrigt) und Adenosin (erhöht) 

nach 11-tägiger PAN mit 2,5 ± 0,3 nmol/g FG, 26,0 ± 1,0 nmol/g FG bzw.  

10,7 ± 1,9 nmol/g FG. Unter Hypoxie sank der Wert für SAH auf  

0,54 ± 0,06 nmol/g FG und der für SAM signifikant auf 24,3 ± 0,8 nmol/g FG, 

während der Wert für Adenosin signifikant auf 7,6 ± 0,5 nmol/g FG stieg. Nach 

4-wöchigem insulinpflichtigem Diabetes mellitus wurden Gewebskonzentra-

tionen von 0,27 ± 0,05 nmol/g FG für SAH, 23,8 ± 1,6 nmol/g FG für SAM und 

5,7 ± 0,7 nmol/g FG für Adenosin gemessen.  

Aus den angegebenen Werten ließ sich dann das jeweilige MP bestimmen, das 

als Quotient aus der SAM- und der SAH-Konzentration definiert 

(MP=SAM/SAH) und eine dimensionslose Größe ist. Das MP unter 

Kontrollbedingungen betrug 54,5 ± 3,0. Im Falle der PAN fiel es nach 3 Tagen 

signifikant auf 16,0 ± 2,0, nach 11 Tagen sogar signifikant auf 11,3 ± 0,8. Unter 

Hypoxie zeigte sich ebenfalls eine Verringerung, und zwar auf 47,1 ± 5,0; 

hingegen stieg das MP unter diabetischen Bedingungen auf 88,2 ± 4,0. 
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Tab. 8 Gewebskonzentration der Adeninnukleoside SAH, SAM und Adenosin unter Kontroll- 
und pathologischen Bedingungen sowie das jeweils resultierende MP. 

 Die entnommenen Nieren wurden wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben aufgearbeitet und 
der Gewebsextrakt modifiziert nach Delabar et al. (1999) mittels HPLC untersucht. Alle 
angegebenen Daten sind Mittelwerte ± SEM aus n unabhängigen Versuchswieder-
holungen. (*p<0,05 versus Kontrolle) 

 

Untersuchtes 
Gewebe 

n SAH 
[nmol/g FG] 

SAM 
[nmol/g FG] 

Adenosin 
[nmol/g FG] 

MP 
(=[SAM]/[SAH])

Kontrolle 4 0,65 ± 0,07 35,4 ± 2,7 4,5 ± 0,3 54,5 ± 3,0 

PAN 3 Tage 3 1,4 ± 0,3 * 23,7 ± 0,4 * 7,0 ± 0,3 * 16,9 ± 2,0 * 

PAN 11 Tage 3 2,5 ± 0,3 * 26,0 ± 1,0 * 10,7 ± 1,9 * 11,3 ± 0,8 * 

Hypoxie 7 0,54 ± 0,06 24,3 ± 0,8 * 7,6 ± 0,5 * 47,1 ± 5,0 

Diabetes 4 0,27 ± 0,05 * 23,8 ± 1,6 * 5,7 ± 0,7 88,2 ± 4,0 * 

 

 

3.6 Bestimmung der Expression des SAH-Hydrolase-Gens und des 
 Adenosin-A1-Rezeptor-Gens auf mRNA-Ebene  

 
Die SAH-Hydrolase- und die Adenosin-A1-Rezeptor-Genexpression wurden auf 

mRNA-Ebene mittels real-time-RT-PCR untersucht. Zielstellung war, die 

Expression der genannten Gene in der Niere unter Kontroll- und den 

verschiedenen pathologischen Bedingungen zu vergleichen. Als interner 

Standard bei der Genexpressionsanalyse wurde in allen Fällen die Expression 

der 18S rRNA verwendet. Die erhobenen Daten sind als Induktionsfaktoren 

angegeben (Tab. 9), die als Maß für die relative Expressionsrate eines Gens 

herangezogen werden können.  

Unter Kontrollbedingungen ergab sich für die mRNA-Expression des SAH-

Hydrolase-Gens ein Induktionsfaktor von 0,92 ± 0,2. Im Gegensatz dazu sank 

der Wert nach 3-tägiger PAN in statistisch signifikantem Maße um den Faktor 

1,67 auf 0,55 ± 0,03 ab, um sich dann aber nach 11-tägiger PAN wieder zu 

erholen bzw. sich sogar auf 1,17 ± 0,3 zu erhöhen, was jedoch keiner 

statistischen Signifikanz entspricht. Auch unter Hypoxie wurde eine signifikante 

Veränderung der relativen Genexpressionsrate beobachtet. Hier lag der Wert 

bei 0,29 ± 0,05; dies bedeutet ein Absinken um den Faktor 3,17 gegenüber der 
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Kontrolle. Unter diabetischen Bedingungen erhöhte sich der Induktionsfaktor 

nur geringfügig auf 0,99 ± 0,4. 

Für den Adenosin-A1-Rezeptor ergab sich unter Kontrollbedingungen ein 

Induktionsfaktor von 0,86 ± 0,1. Unter keinem der experimentell induzierten 

Krankheitszustände zeigte sich eine statistisch signifikante Veränderung der 

Expression des Rezeptormoleküls. Nach 3-tägiger PAN war der Wert auf  

0,7 ± 0,17 abgesunken, um sich dann nach 11 Tagen wieder nahe dem 

Kontrollwert bei 0,82 ± 0,1 einzupendeln. In hypoxischen und diabetischen 

Nieren beliefen sich die Werte auf 0,61 ± 0,07 bzw. 0,74 ± 0,1. 

 

 

Tab. 9 Induktionsfaktoren der mRNA-Expression des SAH-Hydrolase-Gens und des Adenosin-
A1-Rezeptor-Gens bei der real-time-RT-PCR unter Kontroll- und pathologischen 
Bedingungen als Maß für die relative Expressionsrate des entsprechenden Gens.  

 Die Berechnung erfolgte mit Hilfe des mathematischen Verfahrens nach Pfaffl (2001) 
[115]. Als interner Standard diente die Expression der 18S rRNA. Die Daten 
repräsentieren Mittelwerte ± SEM aus n unabhängigen Versuchswiederholungen. 
(*p<0,05 versus Kontrolle) 

 

Untersuchtes  
Gewebe 

n SAH-Hydrolase Adenosin-A1- 
Rezeptor 

Kontrolle 8 0,92 ± 0,2 0,86 ± 0,1 

PAN 3 Tage 3 0,55 ± 0,03 * 0,7 ± 0,17 

PAN 11 Tage 3 1,17 ± 0,3 0,82 ± 0,1 

Hypoxie 7 0,29 ± 0,05 * 0,61 ± 0,07 

Diabetes 7 0,99 ± 0,4 0,74 ± 0,1 
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3.7 Bestimmung der Proteinexpression der SAH-Hydrolase und des 
 Adenosin-A1-Rezeptors 

 
Die Proteinexpression der SAH-Hydrolase und des Adenosin-A1-Rezeptors 

unter Kontrollbedingungen und den verschiedenen Krankheitszuständen wurde 

mittels Western Blot untersucht. Zuvor waren die Proteine mit Hilfe der SDS-

Gelelektrophorese aufgetrennt und anschließend auf eine 

Nitrocellulosemembran transferiert worden.  

 
3.7.1 Western-Blot-Analyse der SAH-Hydrolase 
 

Zur Detektion des Enzyms wurde ein polyklonaler Antikörper des Kaninchens 

eingesetzt. 

 

 

 
 

Abb. 21 A Western-Blot-Analyse der SAH-Hydrolase. 
  Bahn 1: Standardmolekulargewichtsmarker (BioRad). 
  Bahnen 2-4: Kontrollnieren. 
  Bahnen 5, 6: PAN-Nieren nach 3 Tagen. 
  Bahnen 7, 8: PAN-Nieren nach 11 Tagen. 
  Bahnen 9, 10: Hypoxie-Nieren. 
 

 

Der immunologische Nachweis der SAH-Hydrolase aus nephritischen und 

hypoxischen Nieren (Abb. 21 A) zeigte eine deutliche Bande bei ca. 45 kDa. 

Dieses Molekulargewicht stimmt gut mit den Angaben in der Literatur für ein 

Monomer der SAH-Hydrolase der Ratte überein. Aufgrund der technischen 

Gegebenheiten (Luftblase im Gel) konnte leider keine quantitative, sondern 

lediglich eine qualitative Auswertung vorgenommen werden. 

Die separat durchgeführte Western-Blot-Analyse der SAH-Hydrolase aus 

diabetischen Nieren (Abb. 21 B) ergab ebenfalls eine klar der SAH-Hydrolase 
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zuzuordnende Bande bei ca. 45 kDa. Vermutlich auf Alterungs- und 

Degradationsprozesse ist die unscharfe Bande der SAH-Hydrolase aus den 

entsprechenden Kontrollnieren zurückzuführen. Die Farbintensität der Banden 

aus diabetischen Nieren entspricht der aus Kontrollgewebe. 

 

 
66,2 kDa

45 kDa

32 kDa

SAHH

 

 
 

Abb. 21 B  Western-Blot-Analyse der SAH-Hydrolase. 
  Bahn 1: Standardmolekulargewichtsmarker (BioRad). 
  Bahnen 2-5: Kontrollnieren. 
  Bahnen 6-9: Diabetische Nieren. 
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3.7.2 Western-Blot-Analyse des Adenosin-A1-Rezeptors 

 

Der Nachweis des Rezeptormoleküls wurde mit einem polyklonalen 

Kaninchenantikörper geführt. 

 

 

 

 
 

Abb. 22 Western-Blot-Analyse des Adenosin-A1-Rezeptors. 
 Bahn 1: Standardmolekulargewichtsmarker (BioRad), hier nur sehr schwach angefärbt. 
 Bahnen 2, 3: Kontrollnieren. 
 Bahnen 4-6: Diabetes-Nieren. 
 Bahnen 7-9: Hypoxie-Nieren. 
 Bahnen 10-12: PAN-Nieren nach 3 Tagen. 
 Bahnen 13-15: PAN-Nieren nach 11 Tagen. 
 

In der Immunoblot-Analyse (Abb. 22) konnte in allen Proben eine deutliche, 

durch den Adenosin-A1-Rezeptor verursachte Bande bei ungefähr 36,5 kDa 

nachgewiesen werden. Es zeigten sich in Farbintensität und Größe recht 

einheitlich gezeichnete Banden für alle Gewebszustände mit Ausnahme des 

Diabetes mellitus, wo die Banden etwas schwächer gefärbt waren.  
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A1-Rez.ca. 36,5 kDa 
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3.8  Aktivitätsbestimmung der SAH-Hydrolase 
 

Die Enzymaktivität der SAH-Hydrolase wurde spektralphotometrisch bei 578 nm 

mit Hilfe der MTT-Formazan-Methode aus dem Rohextrakt des Nierengewebes 

bestimmt und unter Zuhilfenahme des Lambert-Beerschen Gesetzes berechnet. 

 

 

Tab. 10  SAH-Hydrolase-Aktivität im Rohextrakt des Nierengewebes.  
  Die Daten repräsentieren Mittelwerte ± SEM aus n unabhängigen Versuchswieder-

holungen. (*p<0,05 versus Kontrolle) 
 

Untersuchtes
Gewebe 

n SAH-Hydrolase- 
Aktivität [mU/mg]

Kontrolle 8 0,64 ± 0,05 

PAN 3 Tage 3 0,53 ± 0,01 

PAN 11 Tage 3 0,63 ± 0,02 

Hypoxie 7 0,75 ± 0,02 

Diabetes 7 0,66 ± 0,04 

 

 

In Rohextrakt der Kontrollnieren betrug die Aktivität der SAH-Hydrolase  

0,64 ± 0,05 mU/mg (Tab. 10). Nach 3-tägiger PAN sank dieser Wert um den 

Faktor 1,21 auf 0,53 ± 0,01 mU/mg, um sich dann nach 11-tägiger PAN wieder 

auf 0,63 ± 0,02 mU/mg zu erholen. In beiden Fällen entspricht diese 

Veränderung jedoch keiner statistischen Signifikanz. Unter Hypoxie erhöhte 

sich der Wert gegenüber der Kontrolle in nicht signifikantem Ausmaß um den 

Faktor 1,17 auf 0,75 ± 0,02 mU/mg. Auch im diabetischen Falle kam es nur zu 

einer unwesentlichen, statistisch nicht signifikanten Erhöhung auf  

0,66 ± 0,04 mU/mg. 
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4 Diskussion 
 
Das zytoplasmatische Enzym SAH-Hydrolase fungiert an einem wichtigen 

Verzweigungspunkt des zytosolischen Stoffwechsels und stellt eine funktionelle 

Verbindung zwischen Transmethylierungs- und Transsulfurierungsprozessen, 

dem Energiestoffechsel sowie dem Purinmetabolismus her. In einer Studie von 

Kloor et al. (2000) [76] zur Lokalisation des Enzyms in der Niere der gesunden 

adulten Ratte wurde es dort ubiquitär nachgewiesen. Dabei fiel in der 

Immunhistochemie eine besonders intensive Anfärbung in den Podozyten auf. 

Der Adenosin-A1-Rezeptor ist ein integrales Membranprotein und gehört zur 

Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. In der Niere vermittelt er die 

Vasokonstriktion in der glomerulären afferenten Arteriole im Rahmen der 

tubuloglomerulären Rückkopplung (tubuloglomerular feedback, TGF). Darüber 

hinaus wird ihm eine entscheidende Funktion in der Regulation der 

Reninsekretion im juxtaglomerulären Apparat (JGA) zugeschrieben. Die 

Datenlage über die Lokalisation und Expression des Adenosin-A1-Rezeptors in 

der Niere ist an manchen Stellen bisher recht uneinheitlich. 

In dieser Arbeit wurden die Lokalisation und Expression beider Proteine in der 

Rattenniere unter Kontroll- und drei verschiedenen pathologischen 

Bedingungen untersucht und verglichen. Bei den Krankheitszuständen handelte 

es sich um Nieren nach vierwöchigem insulinpflichtigen Diabetes mellitus, nach 

vierstündiger systemischer Hypoxie sowie nach drei- und elftägiger Puromycin-

Aminonukleosid-Nephrose (PAN).  

Zur Bestimmung der Lokalisation wurden immunhistochemisch angefärbte 

Kryostatschnitte am konfokalen Laser-Scan-Mikroskop untersucht. Die 

Expressionsanalyse erfolgte zum einen auf mRNA-Ebene mittels real-time-RT-

PCR, zum anderen auf Proteinebene mittels Western Blotting. Darüber hinaus 

wurden quantitative Analysen der Gewebsspiegel der Adeninnukleoside SAM, 

SAH und Adenosin mittels HPLC sowie eine spektralphotometrische 

Enzymaktivitätsbestimmung der SAH-Hydrolase mit Hilfe der MTT-Formazan-

Methode durchgeführt. 
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4.1 Immunhistochemische Lokalisation der SAH-Hydrolase 

 

Mit Hilfe der Immunhistochemie konnte die SAH-Hydrolase ubiquitär im 

Nierenparenchym der gesunden adulten Ratte nachgewiesen werden, also 

sowohl glomerulär als auch tubulär (Abb. 8-10). Im Tubulussystem fiel eine 

starke Anfärbung durch den gegen SAH-Hydrolase gerichteten Antikörper 

apikal in den Epithelien der proximalen Tubuli und der Sammelrohre auf (Abb. 8 

und 9). Glomerulär zeigte sich eine besonders intensive Anfärbung der 

Podozyten. Diese Befunde entsprechen exakt den Ergebnissen von  

Kloor et al. (2000) [76].  

Podozyten sind hochspezialisierte epitheliale Zellen mit begrenzter 

Teilungsfähigkeit, die die glomeruläre Gewebsarchitektur stabilisieren, indem 

sie Zugspannungen und Scherkräfte abpuffern, die auf die glomeruläre 

Basalmenbran (GBM) und das Kapillarkonvolut einwirken [111]. Sie besitzen 

primäre und davon ausgehend sekundäre Verzweigungen. Die sehr feinen, 

außerordentlich zahlreichen interdigitierenden Sekundärfortsätze legen sich von 

der Harnseite aus an die GBM an. Zwischen diesen Fortsätzen ist eine 

Schlitzmembran ausgebildet, die mit entscheidend für die Permselektivität des 

glomerulären Filters ist [112]. Die Podozyten enthalten große Mengen an 

Mikrotubuli, Mikrofilamenten und Intermediärfilamenten im Zytoplasma; vor 

allem in den Fußfortsätzen finden sich große Mengen an kontraktilen 

Aktinfilamenten [4, 24].  

Neben den bereits genannten kommen den Podozyten weitere wichtige 

Funktionen zu. So sind sie beispielsweise an der Synthese und am Abbau der 

GBM, der Regulation der glomerulären Filtration und an immunologischen 

Prozessen beteiligt [99]. Der hohe SAH-Hydrolase-Gehalt in den Podozyten 

könnte auf ein hohes Maß an Transmethylierungen hindeuten. Dies erscheint 

durchaus plausibel, da die Podozyten sehr stoffwechselaktive Zellen sind. Sie 

besitzen große Zellkerne, prominente Nukleoli, ein gut entwickeltes raues 

endoplasmatisches Retikulum und riesige Golgi-Apparate, was für ein hohes 

Maß an Genexpression, Proteinsynthese und posttranslationalen 
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Modifikationen spricht [99]. An all diesen Vorgängen sind wiederum 

Methylierungsreaktionen beteiligt. 

In einer speziellen Doppelfärbung, bei der nicht nur die SAH-Hydrolase, 

sondern auch Synaptopodin, ein zytoplasmatisches Aktin-assoziiertes Protein 

der Fortsätze differenzierter Podozyten [100], mit einem spezifischen Antikörper 

markiert wurde, ergab sich eine homogene, überwiegend auf das Perikaryon 

begrenzte Lokalisation des Enzyms in den Podozyten (Abb. 10). Lediglich in 

den proximalen Abschnitten der Fortsätze, direkt an deren Abgang von den 

Perikaryen, konnten mit der angewandten Methode noch geringe Mengen SAH-

Hydrolase nachgewiesen werden. 

Die Doppelmarkierung mit dem Kernfarbstoff Sytox green zeigte, dass die SAH-

Hydrolase in erster Linie perinukleär, die Zellkerne regelrecht aussparend, im 

Zytoplasma gelegen ist (Abb. 8 B). Vereinzelt auftretende intranukleäre 

Simultananfärbungen, vor allem im Randbereich der Zellkerne, sind vermutlich 

auf die durch die Acetonfixierung oder den Schneidevorgang am Mikrotom 

bedingte Schädigung zellulärer und subzellulärer Strukturen zurückzuführen 

und stellen somit ein Artefakt und keine echte Kolokalisation dar. Auch in der 

Literatur war die SAH-Hydrolase lange Zeit nur als rein zytoplasmatisches 

Enzym beschrieben. Inzwischen sind aber auch intranukleäre Lokalisationen 

nachgewiesen worden. So kommt es in transkriptionell aktiven Zellkernen des 

Afrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis) zu einer Kolokalisation der 

SAH-Hydrolase mit der RNA-Polymerase II [117]. Dabei wird der SAH-

Hydrolase eine entscheidende Rolle bei der Methylierungsreaktion der 

Kopfgruppe (Cap-Struktur) am 5’-Ende der mRNA zugeschrieben. Ferner 

beobachteten Kloor et al. (2007) [80] eine intranukleäre Lokalisation der SAH-

Hydrolase in interstitiellen Zellen der Rinde und des äußeren Marks von 

Rattennieren unter hypoxischen Bedingungen. Die interstitiellen Zellen sind der 

Ort der Erythropoietinbildung in der Niere. Unter hypoxischen Bedingungen sind 

diese Zellen transkriptionell besonders aktiv, da es dort zu einer gesteigerten 

Erythropoietinbildung kommt. Vor diesem Hintergrund erscheint ein vermehrtes 

intranukleäres Vorkommen der SAH-Hydrolase zur Aufrechterhaltung effizienter 
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Transmethylierungsreaktionen durch enzymatischen Abbau des 

Produktinhibitors SAH durchaus sinnvoll. 

 

Die diabetische Nephropathie ist die führende Krankheitsmanifestation und 

Todesursache bei Patienten mit Diabetes mellitus [12, 105]. Der Streptozotocin-

induzierte Diabetes mellitus ist ein anerkanntes Tiermodell für den Diabetes 

mellitus Typ I (IDDM) beim Menschen, da sich die Pathomechanismen 

entsprechen und somit ähnliche Veränderungen an den Geweben, im 

vorliegenden Falle der Niere, zu erwarten sind. Streptozotocin ist eine 

antibiotisch wirksame Substanz mit einer hohen Affinität zu den β-Zellen des 

endokrinen Pankreas. Als methylierendes Agens vermag Streptozotocin in 

hohen Konzentrationen diese selektiv zu zerstören [11]. Es wird beim 

Menschen als Chemotherapeutikum bei pankreatischen Neoplasien wie 

Inselzelltumoren und malignem Karzinoid eingesetzt. Neben der indirekten 

Schädigung durch die Herstellung der diabetischen Stoffwechsellage besitzt 

Streptozotocin auch eine direkte toxische Wirkung auf das Nierengewebe. Es 

sind vermehrt epitheliale und mesenchymale renale Tumoren bei Ratten mit 

Streptozotocin-induziertem Diabetes mellitus beschrieben, weshalb das 

Tiermodell nicht zur Untersuchung der langfristigen Auswirkungen eines 

Diabetes mellitus auf das Nierengewebe geeignet ist. Darüber hinaus sollte 

nicht übersehen werden, dass durch das hohe Ausmaß an 

Methylierungsvorgängen in den Geweben auch deren Metabolismus beeinflusst 

werden könnte [11]. 

In der vorliegenden Arbeit wurden Nieren nach vierwöchigem IDDM untersucht. 

Hinsichtlich der Verteilung der SAH-Hydrolase ergaben sich keine Unterschiede 

im Vergleich mit den Kontrollnieren (Abb. 11). Ein besonders intensives Signal 

zeigte sich auch hier in den Podozyten sowie in bestimmten Abschnitten des 

Tubulussystems, nämlich dem Sammelrohr und dem proximalen Tubulus. In 

der Doppelfärbung mit dem Kernfarbstoff Sytox green herrschte ebenfalls ein 

perinukleäres Verteilungsmuster des Enzyms vor und nur selten traten diskrete 

Farbvermischungen am Rande von Zellkernen auf, die auch hier 

höchstwahrscheinlich als Artefakt und nicht als echte Kolokalisation zu werten 
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sind (Abb. 11). Der veränderte Gewebszustand mit stärkerer Hintergrund-

färbung und den schlechter abgrenzbaren Zell- und Gewebsgrenzen ist auf den 

Krankheitsprozess zurückzuführen. Im Rahmen einer aktuellen Studie zur 

Wirkung des ACE-Hemmers Irbesartan auf die Niere der diabetischen Ratte [5] 

wurden auch morphologische Veränderungen der Nieren untersucht. Dabei 

fanden sich Hyalinablagerungen, glomeruläre Verdichtungen, eine moderate 

interstitielle Fibrose und Arteriolopathie, also teilweise ähnliche Veränderungen 

wie oben beschrieben. Allerdings wurden diese nach achtwöchiger und nicht 

wie in der vorliegenden Arbeit bereits nach vierwöchiger diabetischer 

Stoffwechsellage nachgewiesen, was das üppigere Ausmaß erklären könnte. 

 

Als Modell für renale Veränderungen unter systemischer Hypoxie dienten 

Ratten, die vier Stunden lang in einem speziellen luftundurchlässigen Käfig bei 

1200 ppm CO in der Atemluft gehalten und deren Nieren direkt anschließend 

entnommen worden waren.  

Als Zeichen der hydropischen Schwellung durch die zelluläre Hypoxie zeigte 

sich morphologisch eine deutliche Verengung der Lumina tubulärer Strukturen. 

Auch unter hypoxischen Bedingungen entsprach die Verteilung der SAH-

Hydrolase den Verhältnissen in der Kontrollniere. Glomerulär fand sich also 

eine besonders deutliche Anfärbung in den Podozyten, tubulär vorwiegend im 

apikalen Bereich des Sammelrohrepithels und des Epithels des proximalen 

Tubulus. In der immunhistochemischen Doppelfärbung der SAH-Hydrolase mit 

Sytox green ergab sich eine überwiegend zytoplasmatische, perinukleäre 

Lokalisation des Enzyms (Abb. 12). Es konnte keine eindeutig intranukleäre 

Lokalisation nachgewiesen werden. Somit konnten die oben erläuterten 

Ergebnisse von Kloor et al. (2007) [80] in dieser Arbeit nicht reproduziert 

werden. Ein Grund dafür wäre, dass in den in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten Kryostatschnitten entsprechende Gewebsregionen nicht 

angeschnitten worden waren. Die in der genannten Publikation beschriebene 

Translokation der SAH-Hydrolase vom Zytoplasma nach intranukleär war dort 

nämlich auch nur selten vorzufinden. Darüber hinaus wird dort angeführt, dass 

eine quantitative Bestimmung der SAH-Hydrolase-Expression in den Kernen 
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renaler Zellen auf Proteinebene nicht möglich gewesen sei, vermutlich wegen 

des sehr geringen SAH-Hydrolase-Gehalts dieser Zellkerne. 

 

Auch unter nephritischen Bedingungen ergab sich keine Veränderung der 

Verteilung der SAH-Hydrolase.  

Die PAN der Ratte zeichnet pathologische Charakteristika bestimmter 

proteinurischer Nephropathien des Menschen nach, wie z. B. der Minimal-

change-Glomerulonephritis (minimal change disease) und der fokal-

segmentalen Glomerulonephritis [97]. Neben einer massiven Proteinurie 

entwickeln die Tiere einen akuten tubulointerstitiellen Schaden, der durch eine 

gesteigerte Produktion inflammatorischer Zytokine und die Infiltration des 

Interstitiums durch Makrophagen gekennzeichnet ist [47, 137]. Pathogenetisch 

wird die schädigende Wirkung des Puromycins in einer Freisetzung von 

Sauerstoffradikalen gesehen, die die Entzündungskaskade in Gang setzen [45, 

120]. Ungeachtet ihrer Ätiologie können proteinurische Nephropathien bis zum 

terminalen Nierenversagen fortschreiten [90].  

Die Proteinuriemessungen bei den Tieren in dieser Arbeit dienten in erster Linie 

der Erfolgskontrolle der angewandten Methode. Die Gesamtprotein-

ausscheidung im Urin belief sich drei Tage nach Applikation des Puromycins 

auf 27,8 ± 3,9 mg/24 h und nach elf Tagen auf 36.7 +/- 2.6 mg/24 h. Im ersten 

Falle stellt dies eine nicht signifikante, im zweiten Falle eine statistisch 

signifikante Erhöhung gegenüber dem Kontrollwert von 22,0 ± 0,9 mg/24 h dar. 

Dieser graduelle Anstieg mit dem Auftreten einer statistisch signifikanten 

Proteinurie oder, wie in vielen Publikationen zu finden, einer Albuminurie ab 

Tag vier nach Puromycingabe mit einem Gipfel um Tag zehn bis vierzehn und 

anschließendem sukzessivem Rückgang der Werte wird von den meisten 

Autoren beschrieben, die mit einer Einmalapplikation (single shot) von 

Puromycin eine akute PAN induzierten [82, 85, 89, 91, 97]. Allerdings ist ein 

Vergleich der absoluten Proteinuriewerte mit denen anderer Autoren nicht 

sinnvoll, da diese mit zum Teil wesentlichen höheren Puromycindosierungen als 

in der vorliegenden Arbeit (15 mg/kg KG) Ratten gearbeitet haben. In mehreren 

Veröffentlichungen wird das Einsetzen der Proteinurie im Rahmen der PAN mit 
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Abnormalitäten der Podozyten in Verbindung gebracht [93]. Auch in den hier 

durchgeführten immunhistologischen Untersuchungen zeigten sich deutliche 

morphologische Veränderungen der Podozyten. So kam es drei Tage nach 

Verabreichung des Puromycins zu einer Verplumpung der Podozyten mit 

deutlicher Rarefizierung bzw. Retraktion der Fußfortsätze (Abb. 13, vgl. auch 

Abb. 10). Das stark angegriffene Nierengewebe mit Inhomogenitäten, 

verstärkter Hintergrundfärbung und aufgelockerter Textur lässt sich gut mit der 

oben beschriebenen Infiltration von Entzündungszellen im Laufe des 

Krankheitsprozesses erklären. Nach elftägiger PAN war neben einem deutlich 

erholten Gewebszustand eine ausgeprägte, im Vergleich zur Kontrolle 

regelrecht überschießende Regeneration und Wiederaussprossung der 

Fußfortsätze der Podozyten zu verzeichnen (Abb. 14, vgl. auch Abb. 10 und 

Abb. 13).  

Die Befunde nach dreitägiger PAN stehen im Einklang mit den Erkenntnissen 

aus der einschlägigen Literatur. Die Retraktion bzw. die Reduktion der 

Fußfortsätze und die gleichzeitige Veränderung der Filtrationsschlitze im 

Glomerulum sowie eine Verdünnung der GBM wurden bereits in den 70er 

Jahren als morphologische Hauptmerkmale der nephrotischen Syndrome des 

Menschen und entsprechender Tiermodelle beschrieben [31, 116]. Zwar wurde 

der Hauptangriffsort des Puromycins damals bereits im glomerulären Epithel, 

also den Podozyten, gesehen, allerdings ging man auch davon aus, dass das 

Auftreten der Proteinurie vor allen Dingen auf Veränderungen an der GBM 

zurückzuführen sei. Neben den eben beschriebenen morphologischen 

Veränderungen entdeckten Messina et al. (1987) [93] simultan mit dem 

Auftreten der Proteinurie eine regionale Loslösung des Epithels von der GBM. 

Sie folgerten, dass in diesen Arealen die Proteinleckage über die GBM hinweg 

stattfinden müsse. Somit rückten dann bereits die Podozyten als integraler 

Bestandteil der Filtrationsbarriere deutlicher in den Blickpunkt. 

Zahlreiche aktuelle Publikationen beschäftigen sich mit der Frage nach dem 

genauen Pathomechanismus der Proteinurie bei nephrotischen Nephropathien 

bzw. dem Modell der PAN. So beobachteten Smoyer und Ransom (2002) [131] 

verschiedene strukturelle Veränderungen am Filterorgan als Folge der PAN: 
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Retraktion und Verschwinden (effacement) der distalen, der GBM anliegenden 

Fußfortsätze der Podozyten, Unterbrechung und Neuverteilung der dicht 

gedrängten Anhäufungen von Aktin in diesen Fortsätzen und in manchen 

Arealen eine Loslösung der Podozyten von der GBM. Aktinfilamente sollen die 

wichtigsten oder gar einzigen zytoskelettalen Proteine in den Fußfortsätzen der 

Podozyten sein [146]. Dieser Umstand legt nahe, dass dem Aktinzytoskelett in 

den Podozyten eine entscheidende Rolle in der Regulation der Struktur und 

Funktion der Fußfortsätze sowohl unter physiologischen als auch unter 

pathologischen Bedingungen zukommt. Andere Autoren fordern eine 

Schlüsselrolle für die Schlitzmembran-assoziierten Proteine Nephrin und 

Podocin, die in der PAN einer veränderten Expression unterliegen [73, 74, 88]. 

Björnson et al. (2005) [14] wiederum fanden heraus, dass es unter 

Puromycingabe zu einer Veränderung des Proteoglykanmusters im 

glomerulären Filterorgan kommt. Diese Proteoglykane bedecken die Podozyten 

und sollen ganz entscheidend an der Ausbildung der Permselektivität beteiligt 

sein. Zur Aufklärung der exakten Pathogenese bei der Ausbildung der 

Proteinurie im Rahmen nephrotischer Nephropathien bedarf es weiterer 

Untersuchungen. Es ist aber davon auszugehen, dass es sich hierbei um ein 

multifaktorielles Geschehen handelt. 

Über die Regeneration und Wiederaussprossung der Fußfortsätze bei der PAN 

finden sich deutlich weniger Daten in der Literatur. Dies mag unter anderem 

damit zusammenhängen, dass die mit Puromycin behandelten Tiere oft bereits 

früh geopfert wurden und das Hauptinteresse der Untersuchung des neu 

eingetretenen akuten Schadens galt. Caulfield et al. (1976) [31] berichten 

ebenfalls von einer Wiederausbildung der Fußfortsätze. Jedoch trat diese hier 

später auf als in den Experimenten der vorliegenden Arbeit, waren also am Tag 

elf noch nicht so deutlich ausgeprägt und auch nicht überschießend, wie oben 

beschrieben. Allerdings lag diesen Experimenten von Caulfield et al. (1976) [31] 

auch ein anderes Versuchsprotokoll zu Grunde: es wurde keine einmalige, 

sondern eine tägliche Puromycinapplikation vorgenommen, so dass insgesamt 

eine viel höhere Puromycinmenge verabreicht wurde. Daher ist davon 
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auszugehen, dass sich die Reparationsvorgänge hier, wenn überhaupt, nur mit 

Verzögerung einstellen würden.  

Nach elftägiger PAN zeigten sich also histologisch bereits deutliche 

Reparations- und Regenerationszeichen, während die Proteinausscheidung im 

Urin noch signifikant erhöhte Werte aufwies. Dies legt die Vermutung nahe, 

dass die Normalisierung der Proteinurie der morphologischen Regeneration 

zeitlich etwas nachläuft. 

 

4.2 Immunhistochemische Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors 

 

Die Lokalisation des Adenosin-A1-Rezeptors in der Rattenniere verhielt sich 

unter den drei untersuchten pathologischen Zuständen gleich wie unter 

Kontrollbedingungen. Der immunhistochemische Nachweis des Adenosin-A1-

Rezeptors ergab ein umschriebenes, intensives spezifisches Signal in direkter 

Umgebung des Glomerulums. Dieses war zwar streng extraglomerulär, also 

außerhalb der Bowmanschen Kapsel, aber in unmittelbarer räumlicher 

Beziehung zu dieser lokalisiert (Abb. 15-20). Ebenfalls in direkter Umgebung 

hierzu fand sich ein Abschnitt des distalen Tubulussystems. Daher ist davon 

auszugehen, dass es sich bei dem beschriebenen Areal um den JGA am 

Gefäßpol des Nierenkörperchens handelt. Um eine genauere Zuordnung des 

Signals zu den verschiedenen Zellpopulationen im JGA vornehmen zu können, 

wurde eine gleichzeitige Anfärbung des Adenosin-A1-Rezeptors mit Cox-2 

durchgeführt. Cox-2 soll in der Niere in besonders hohem Maße in den Zellen 

der Macula densa exprimiert werden [62, 102]. Hier zeigte sich eine eindeutige 

Kolokalisation des Rezeptors mit Cox-2 (Abb. 16, 17, 18, 20), wobei es nicht 

notwendigerweise zu einer solchen kam; vielmehr traten auch Bereiche auf, in 

denen sehr wohl Cox-2, aber kein Adenosin-A1-Rezeptor nachgewiesen werden 

konnte. Die Doppelfärbung mit dem Kernfarbstoffstoff Sytox green machte 

überdies eine streng extranukleäre Lokalisation des Rezeptors deutlich  

(Abb. 15 B, 19 A, 20).  

Unstrittig ist das Vorkommen des Adenosin-A1-Rezeptors im JGA. Dort ist er 

zentral am TGF und der Modulation der Reninsekretion beteiligt [124, 143]. 
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Eine Erhöhung der NaCl- und vielleicht auch der KCl-Konzentration luminal an 

der Macula densa resultiert in einer Konstriktion der afferenten Arteriole (TGF) 

und einer Drosselung der Reninsekretion aus den granulären Zellen des JGA. 

Transmittersubstanz für die Vasokonstriktion ist Adenosin, dessen interstitielle 

Konzentrationserhöhung die verstärkte Aktivierung von Adenosin-A1-

Rezeptoren auf vaskulären glatten Muskelzellen und/oder extraglomerulären 

Mesangiumzellen bewirkt [124]. In der vorliegenden Arbeit wurde der Rezeptor 

zwar auch im JGA, allerdings nicht exakt in der von Schnermann (2003) [124] 

geforderten Lokalisation, sondern in der Macula densa nachgewiesen, was aus 

funktionellen Überlegungen heraus zunächst weniger plausibel erscheint. 

Allerdings ist nicht auszuschließen, dass es durch die extreme räumliche Nähe 

der verschiedenen Zellpopulationen im JGA beim Schneiden des Gewebes am 

Mikrotom zu einem Übereinander- bzw. Ineinanderschieben benachbarter 

Zellen kommt, so dass die beobachtete Kolokalisation lediglich als 

Überlagerungsphänomen und somit als Artefakt aufzufassen ist. Überdies gibt 

es durchaus kontroverse Standpunkte bezüglich der exklusiven renalen 

Lokalisation der Cox-2 in der Macula densa [18, 147]. 

Es existieren zahlreiche Untersuchungen zur Verteilung des A1-Rezeptors in 

der Rattenniere, denen teils immunhistochemische, zumeist aber 

molekularbiologische und proteinbiochemische Methoden zugrunde liegen. 

Dabei wurde der Rezeptor in der afferenten Arteriole, den Glomerula und dort 

auch in den Mesangiumzellen, in den juxtaglomerulären Zellen, in den Vasa 

recta und in verschiedenen Segmenten des Tubulus- und Sammelrohrsystems 

nachgewiesen [143]. Smith et al. (2001) [130] lokalisierten den Adenosin-A1-

Rezeptor immunhistochemisch mit zwei verschiedenen Antikörpern. Der erste 

Antikörper färbte kortikal vereinzelte mesangiale Zellen im Glomerulum und die 

afferente Arteriole in der Kontaktzone mit dem Glomerulum an. Im kortikalen 

Bereich band der zweite Antikörper an Strukturen des proximalen gewundenen 

Anteils des Tubulussystems. Medullär zeigten beide Antikörper eine Bindung an 

Sammelrohrepithel und das papilläre Oberflächenepithel. Als Erklärung für das 

distinkte Bindungsmuster der beiden Antikörper postulieren die Autoren, dass in 

vivo verschiedene Formen des Rezeptors existieren, die sich in ihrem 
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Glykosylierungsmuster unterscheiden. Die zitierte Studie weist einige 

methodische Unterschiede im Vergleich mit der vorliegenden Arbeit auf, über 

die sich die verschiedenen Ergebnisse erklären lassen. So wurden hier die 

Auswertungen nicht mit der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie sondern 

lichtmikroskopisch vorgenommen. Ferner wurde mit selbst hergestellten 

Primärantikörpern gearbeitet, die gegen andere Zielstrukturen des 

Rezeptormoleküls gerichtet waren als der von der Firma Sigma erworbene 

Antikörper, der in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kam. 

Auch Vitzthum et al. (2004) [148], die in einer systematisch angelegten Studie 

die Verteilung der verschiedenen Adenosin-Rezeptorsubtypen auf mRNA-

Ebene mittels RT-PCR-Analysen untersuchten, erkannten den Schwerpunkt 

des kortikalen Vorkommens des A1-Rezeptors in der glomerulären Kontaktzone 

mit der afferenten Arteriole.  

Die Tatsache, dass in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit neben dem 

Signal im JGA keine weitere Lokalisation des Rezeptormoleküls dargestellt 

werden konnte, lässt sich zum einen mit der Spezifität des Antikörpers erklären, 

zum anderen aber auch mit der Fixation des Gewebes. Membranständige 

Proteinstrukturen lassen sich im perfusionsfixierten Gewebe besser 

nachweisen. Außerdem ist bei Sprague-Dawley-Ratten eine sehr niedrige A1-

Rezeptordichte in der Größenordnung von fmol/mg Membran in den isolierten 

Glomerula beschrieben [1]. Daher ist es nicht unwahrscheinlich, dass nur im 

JGA eine ausreichend hohe Rezeptorkonzentration vorhanden ist, um mit Hilfe 

der Immunhistochemie nachgewiesen zu werden. Mögliche weitere 

Lokalisationen könnten also lediglich nicht dargestellt worden sein, da die 

Rezeptordichte an der entsprechenden Stelle unterhalb der Empfindlichkeits-

grenze des eingesetzten Verfahrens liegt. 
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4.3 Quantitative Analyse der Adeninnukleoside und Bestimmung des 
 Methylierungspotentials (MP) 

 
Diabetes mellitus, Hypoxie und PAN sind durch Veränderungen in der 

Expressionsrate verschiedener Proteine charakterisiert [15, 66]. Hierfür ist eine 

verstärkte Genexpression erforderlich, die wiederum mit einer hohen Rate an 

intranukleären Transmethylierungsreaktionen einhergeht [117]. Das MP, 

definiert als Quotient aus SAM und SAH, ist ein sensitiver Indikator für die 

Transmethylierungsaktivität innerhalb eines Gewebes. Da die SAH-Hydrolase 

die intrazellulären SAH-Spiegel kontrolliert, beeinflusst die Hemmung des 

Enzyms nachhaltig das Ausmaß an Transmethylierungsreaktionen [142]. 

Unter Kontrollbedingungen betrug das MP in der Niere 54,5 ± 3,0, der 

Adenosingewebsgehalt 4,5 ± 0,3 nmol/g FG (Tab. 8).  

Im Falle der PAN fiel das MP nach drei Tagen signifikant auf 16,0 ± 2,0, nach 

elf Tagen sogar signifikant auf 11,3 ± 0,8. Die PAN ist also mit einer 

verminderten Transmethylierungsaktivität vergesellschaftet. Die Reduktion des 

MPs ist auf die signifikante Zunahme des SAH-Gewebsgehaltes 

zurückzuführen. Ein erhöhter SAH-Gewebsgehalt kann nämlich über den 

Mechanismus der Produkthemmung die Aktivität von Methyltransferasen 

beeinflussen [66]. Die Zunahme des SAH-Gewebsspiegels kann zum einen die 

Folge einer vermehrten Transmethylierungsaktivität in der Zelle sein oder zum 

anderen auf der Hemmung der SAH-Hydrolase beruhen. Für Adenosin ist ein 

starker inhibitorischer Einfluss auf das Enzym beschrieben [78]. Da es sowohl 

nach drei als auch nach elf Tagen PAN zu einem signifikanten Anstieg des 

Adenosingehalts auf 7,0 ± 0,3 nmol/g FG bzw. 10,7 ± 1,9 nmol/g FG kommt, ist 

der erhöhte SAH-Gewebsgehalt hier auf eine Hemmung der SAH-Hydrolase 

durch Adenosin zurückzuführen. Ein erhöhter Adenosingehalt deutet auf eine 

Ischämie im Nierengewebe hin [77, 107]. Es ist also wahrscheinlich, dass es in 

der PAN bedingt durch den Entzündungsprozess zu einer 

Sauerstoffunterversorgung kommt.  

Unter Hypoxie zeigte sich zwar ebenfalls eine Verringerung des MPs auf  

47,1 ± 5,0, allerdings ist diese nicht signifikant. Erwartungsgemäß stieg hier 
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hingegen der Adenosingehalt signifikant auf 7,6 ± 0,5 nmol/g FG an. Adenosin 

vermag nach dem Prinzip der metabolischen Kontrolle der Organfunktion die 

Sauerstoffversorgung im jeweiligen Gewebe dem Sauerstoffbedarf anzupassen 

[13, 103]. 

Das MP unter diabetischen Bedingungen erhöhte sich signifikant auf 88,2 ± 4,0, 

d. h. dass die Methylierungsreaktionen in der Zelle ungehindert ablaufen 

können. Nur unwesentlich und nicht signifikant erhöht war der 

Adenosingewebsgehalt von 5,7 ± 0,7 nmol/g FG. 

 

4.4 Bestimmung der Expression des SAH-Hydrolase-Gens und des 
 Adenosin-A1-Rezeptor-Gens auf mRNA-Ebene 

 

Wie oben beschrieben kommt es im Diabetes mellitus, in der Hypoxie und der 

PAN zu Veränderungen in der Expressionsrate verschiedener Proteine [15, 66]. 

Einer verstärkten Proteinexpression liegt stets auch eine verstärkte Gen-

expression zu Grunde. Um zu klären, ob auch die SAH-Hydrolase und/oder der 

Adenosin-A1-Rezeptor hiervon betroffen sind, wurden Genexpressionsanalysen 

auf mRNA-Ebene mittels real-time-RT-PCR durchgeführt. Für eine verstärkte 

Genexpression ist eine hohe intranukleäre Transmethylierungsaktivität 

erforderlich [117]. In der vorliegenden Arbeit wurde für den Diabetes und die 

PAN eine Veränderung des MPs nachgewiesen (s. Kap. 4.3). Daher drängt sich 

natürlich die Frage auf, ob auch die Expression der untersuchten Gene 

verändert ist. 

Gegenüber der Kontrollsituation sank die mRNA-Expression des SAH-

Hydrolase-Gens nach dreitägiger PAN in statistisch signifikantem Maße um den 

Faktor 1,67 ab, um sich dann nach elftägiger PAN wieder zu erholen bzw. sich 

sogar etwas zu erhöhen, allerdings in nicht signifikantem Maße  

(s. auch Tab. 9). Nach dreitägiger PAN korrespondiert die verminderte 

Genexpression des Enzyms also entsprechend der oben formulierten 

Hypothese mit einem herabgesetzten MP. Nach elf Tagen entwickeln sich die 

beiden Parameter jedoch gerade gegenläufig, d. h. einem weiter abfallenden 

MP steht nun eine sogar etwas überschießend kompensierte Genexpression 
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gegenüber. Unter Berücksichtigung des nach elftägiger PAN auch schon 

erheblich verbesserten Gewebszustandes (Kap. 4.1) ist davon auszugehen, 

dass sich die deutliche Regeneration bereits in der Genexpressionsrate, aber 

eben noch nicht in der Transmethylierungsaktivität niederschlägt. Dies ist 

insofern kein Paradoxon, als Transmethylierungsvorgänge nicht nur an 

Reaktionen im Rahmen der Genexpression, sondern auch an vielen anderen 

biochemischen Prozessen entscheidend beteiligt sind [32]. 

Auch unter Hypoxie wurde eine signifikante Veränderung der relativen 

Genexpressionsrate beobachtet. Hier kam es zu einem Absinken um den 

Faktor 3,17 gegenüber der Kontrolle. Dieser deutliche Abfall korreliert nicht mit 

einem entsprechenden Verhalten des MPs, da dieses sich nicht in signifikantem 

Maße veränderte. Ein starker Abfall der mRNA-Expression um 64 % gegenüber 

dem Ausgangswert in der Rattenniere nach vierstündiger CO-induzierter 

Hypoxie zeigte sich auch in einer anderen aktuellen Studie von  

Kloor et al. (2007) [80]. 

Unter diabetischen Bedingungen fand sich keine nennenswerte Veränderung 

der Expression des SAH-Hydrolase-Gens. Hier war allerdings das MP deutlich 

erhöht. Somit kann nicht von einem direkten Zusammenhang der 

Transmethylierungsaktivität und der Expression des SAH-Hydrolase-Gens 

ausgegangen werden. Zumindest liegt nahe, dass neben 

Transmethylierungsvorgängen noch zusätzliche Mechanismen an der 

Regulation der Genexpression der SAH-Hydrolase bei den untersuchten 

Krankheitsbildern beteiligt sind. 

 

Für den Adenosin-A1-Rezeptor ergab sich unter keinem der experimentell 

induzierten Krankheitszustände eine statistisch signifikante Veränderung der 

Expression des Rezeptorgens (Tab. 9). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen 

berichten Pawelczyk et al. (2005) [113] von einer Erhöhung der A1-Rezeptor-

Genexpression auf mRNA-Ebene in der Rattenniere im Streptozotocin-

induzierten Diabetes um den Faktor 1,9 gegenüber der Kontrolle. Vermutlich ist 

dieser scheinbare Widerspruch auf methodische Unterschiede zurückzuführen. 

Während in der genannten Publikation Wistar-Ratten als Versuchstiere dienten, 
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wurden die Versuche der vorliegenden Arbeit mit Sprague-Dawley-Ratten 

durchgeführt. Außerdem wurden die Nieren der Tiere von der polnischen 

Arbeitsgruppe bereits nach zwei und nicht erst nach vier Wochen unter 

diabetischer Stoffwechsellage entnommen. Und schließlich verwendete sie das 

β-Aktin- und nicht das 18S rRNA-Gen als Haushaltsgen bei den real-time-RT-

PCR-Untersuchungen. Letztlich sind aber weitere Untersuchungen notwendig, 

um die exakte Ursache der Unterschiede dezidiert klären zu können. 

 

4.5 Bestimmung der Proteinexpression der SAH-Hydrolase und des 
 Adenosin-A1-Rezeptors sowie Aktivitätsbestimmung der SAH-
Hydrolase 

 
Neben Untersuchungen zur Genexpression auf mRNA-Ebene wurden natürlich 

auch Untersuchungen zur Expression der Genprodukte, also auf Proteinebene, 

durchgeführt. Dies geschah durch Western-Blot-Analysen der SAH-Hydrolase 

und des Adenosin-A1-Rezeptors. 

Der immunologische Nachweis der SAH-Hydrolase aus nephritischen und 

hypoxischen Nieren (Abb. 21 A) zeigte eine deutliche Bande bei ca. 45 kDa. 

Dieses Molekulargewicht stimmt gut mit den Angaben in der Literatur für ein 

Monomer der SAH-Hydrolase der Ratte überein. Aufgrund der technischen 

Gegebenheiten (Luftblase im Gel) konnte leider keine quantitative, sondern 

lediglich eine qualitative Auswertung vorgenommen werden. Aus der Enzym-

aktivität können aber wiederum Rückschlüsse auf die Proteinexpression 

gezogen werden, da für die SAH-Hydrolase die Regel gilt, dass die 

Enzymaktivität allein von der Proteinmenge abhängt [79]. Hinsichtlich der 

Enzymaktivität der SAH-Hydrolase ergaben sich zwar diskrete Veränderungen 

nach dreitägiger PAN und bei der Hypoxie (Tab. 10), jedoch erreichten diese 

keine statistische Signifikanz. Nach elftägiger PAN war sie verglichen mit der 

Kontrollniere sogar nahezu identisch. Daher ist für alle genannten 

Gewebszustände sowohl die Enzymaktivität als auch die Proteinexpression als 

weitgehend konstant anzusehen. 



Diskussion 

 91

Die separat durchgeführte Western-Blot-Analyse der SAH-Hydrolase aus 

diabetischen Nieren (Abb. 21 B) ergab ebenfalls eine klar der SAH-Hydrolase 

zuzuordnende Bande bei ca. 45 kDa. Vermutlich auf Alterungs- und 

Degradationsprozesse ist die unscharfe Bande der SAH-Hydrolase aus den 

entsprechenden Kontrollnieren zurückzuführen. Die Farbintensität der Banden 

aus diabetischen Nieren entspricht der aus Kontrollgewebe. Dies passt gut zu 

der ebenfalls unveränderten Genexpression unter diabetischen Bedingungen 

(Kap. 4.4) und der konstanten Enzymaktivität (Tab. 10).  

 

In der Immunoblot-Analyse (Abb. 22) des Adenosin-A1-Rezeptors konnte in 

allen Proben eine deutliche, durch das Rezeptormolekül verursachte Bande bei 

ungefähr 36,5 kDa nachgewiesen werden. Es zeigten sich in Farbintensität und 

Größe recht einheitlich gezeichnete Banden für alle Gewebszustände mit 

Ausnahme des Diabetes mellitus, wo die Banden etwas schwächer gefärbt 

waren. Möglicherweise lässt sich dieser Befund mit einem Verdünnungseffekt 

erklären. In der diabetischen Niere kommt es nämlich zum verlangsamten 

Umsatz und zur Anhäufung nichtenzymatisch glykosylierter Proteine, 

sogenannter AGEs (advanced glycation end products) [15]. Dadurch könnte 

sich der relative Anteil des A1-Rezeptor-Moleküls in der Tasche des Gels 

verringert haben, da ja stets eine definierte und gleiche Menge an Protein 

aufgetragen wurde. 

Auch bei der Western-Blot-Analyse kommen Pawelczyk et al. (2005) [113] zu 

anderen Ergebnissen bezüglich der diabetischen Niere. Passend zu einer 

gesteigerten Genexpression beobachteten sie auch eine vermehrte 

Proteinexpression des Rezeptormoleküls. Die möglichen Ursachen dieser 

Unterschiede wurden bereits im vorangehenden Kapitel diskutiert. 
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4.6 Schlussfolgerung 
 
Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit folgende 

Aussagen bzw. Schlüsse zu: 

Weder die SAH-Hydrolase noch der Adenosin-A1-Rezeptor weist bei den 

untersuchten Krankheitszuständen eine Veränderung der Lokalisation in der 

Niere auf. 

Ein verändertes MP geht nicht zwingend mit einer gleichsinnig veränderten 

Genexpression einher. Zwar ist ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten 

Transmethylierungsaktivität und einer gesteigerten Genexpression beschrieben 

[117], jedoch legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass noch weitere 

Mechanismen an der Regulation der Genexpression beteiligt sein müssen.  

Gleichermaßen spiegeln sich Veränderungen in der mRNA-Expression auch 

nicht regelhaft in entsprechenden Entwicklungen in der Proteinexpression und, 

im Falle der SAH-Hydrolase, in der Enzymaktivität wider. Dies könnte damit 

zusammenhängen, dass eine veränderte Genexpression erst mit zeitlicher 

Verzögerung auch Veränderungen auf Proteinebene nach sich zieht. Des 

Weiteren wäre denkbar, dass auf mRNA-Ebene Regulationsmechanismen 

stattfinden, die eine Verwirklichung der genetischen Information beeinflussen 

oder gar verhindern. 
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5 Zusammenfassung 
 

Das zytoplasmatische Enzym SAH-Hydrolase nimmt eine zentrale Stellung im 

zytosolischen Metabolismus ein. Es stellt eine Verbindung zwischen Prozessen 

des Energie-, Transmethylierungs-, Transsulfurierungs- und Purinstoffwechsels 

her. Mit der pharmakologischen Beeinflussbarkeit der SAH-Hydrolase werden 

große Hoffnungen für die Therapie von Tumor-, Virus-, Autoimmun- und 

allergischen Erkrankungen verbunden.  

Der Adenosin-A1-Rezeptor ist ein integrales Membranprotein und gehört zur 

Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. In der Niere vermittelt er die 

Vasokonstriktion in der glomerulären afferenten Arteriole im Rahmen der 

tubuloglomerulären Rückkopplung (tubuloglomerular feedback, TGF). Darüber 

hinaus wird ihm eine entscheidende Rolle in der Regulation der Reninsekretion 

im juxtaglomerulären Apparat (JGA) zugeschrieben.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen verschiedener 

experimentell induzierter pathologischer Zustände auf die Lokalisation und 

Expression des Enzyms und des Rezeptors in der Niere der adulten Ratte 

untersucht und mit der Situation unter physiologischen Bedingungen verglichen. 

Bei den Krankheitszuständen, die allesamt ein Modell für entsprechende 

menschliche Nephropathien darstellen, handelte es sich zum einen um den 

insulinpflichtigen Streptozotocin-induzierten Diabetes mellitus, zum anderen um 

eine Kohlenmonoxid-induzierte systemische Hypoxie und schließlich um die 

Puromycin-Aminonukleosid-Nephrose.  

Die Lokalisation beider Proteine wurde an immunhistochemisch gefärbten 

Kryostatschnitten mit Hilfe der konfokalen Laser-Scan-Mikroskopie nach-

gewiesen. Expressionsanalysen wurden auf Genebene mittels real-time-RT-

PCR und auf Proteinebene mittels Western Blotting durchgeführt. Zusätzlich 

wurde die Enzymaktivität der SAH-Hydrolase spektralphotometrisch mit der 

MTT-Formazan-Methode bestimmt. Schließlich erfolgte die quantitative Analyse 

der Gewebsspiegel der Adeninnukleoside SAH, SAM und Adenosin mittels 

HPLC. Daraus wurde das Methylierungspotential (MP) bestimmt, das eine 
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quantitative Aussage über die Methylierungsaktivität im untersuchten Gewebe 

ermöglicht. 

 

In der Niere der gesunden adulten Ratte war die SAH-Hydrolase mit 

immunhistochemischen Methoden ubiquitär nachzuweisen. Ein besonders 

intensives Signal zeigte sich dabei in den Podozyten. Hier war das Enzym 

perinukleär im Zytoplasma, vorwiegend im Perikaryon, aber auch im proximalen 

Bereich der Fußfortsätze lokalisiert. Der Adenosin-A1-Rezeptor stellte sich in 

der Immunhistochemie am Gefäßpol des Glomerulums im JGA dar, wo er an 

der Vermittlung des TGF beteiligt ist und modulierend auf die Reninsekretion 

einwirkt. Die Genexpressionsanalyse ergab einen Induktionsfaktor, der als Maß 

für die relative Expressionsrate eines Gens herangezogen werden kann, von 

0,92 ± 0,2 für die SAH-Hydrolase und von 0,86 ± 0,1 für den A1-Rezeptor. In der 

Western-Blot-Analyse konnten beide Proteine eindeutig identifiziert und 

gleichzeitig die Spezifität der eingesetzten Antikörper sichergestellt werden. Die 

Enzymaktivität der SAH-Hydrolase belief sich auf 0,64 ± 0,05 mU/mg, das 

dimensionslose MP auf 54,5 ± 3,0. 

Unter diabetischen Bedingungen zeigte sich in den immunhistochemischen 

Untersuchungen lediglich eine Verschlechterung des Gewebszustandes, die auf 

den Krankheitsprozess zurückzuführen ist. Verglichen mit der Kontrollniere 

erhöhte sich das MP signifikant auf 88,2 ± 4,0, was für eine deutlich regere 

Methylierungsaktivität in diesem Gewebe spricht. Hingegen ergaben sich 

hinsichtlich der Genexpression auf mRNA-Ebene und der Proteinexpression 

sowohl der SAH-Hydrolase als auch des Adenosin-A1-Rezeptors sowie 

hinsichtlich der SAH-Hydrolase-Aktivität keine signifikanten Veränderungen. 

Auch unter hypoxischen Bedingungen blieb die Lokalisation des Enzyms und 

des Rezeptors unverändert. Einem konstanten MP, einer vermutlich gleich 

bleibenden Proteinexpression der SAH-Hydrolase und einer konstanten 

Enzymaktivität steht eine um den Faktor 3,17 signifikant verminderte 

Expression des SAH-Hydrolase-Gens gegenüber. Die mRNA-Expression und 

Proteinexpression des Adenosin-A1-Rezeptors waren nicht signifikant 

verändert. 
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Drei Tage nach Induktion der PAN zeigte sich morphologisch ein stark 

angegriffenes Gewebe mit Veränderungen an den Podozyten. Hier kam es zu 

einer Rarefizierung bzw. Retraktion der Fußfortsätze. Hinzu kam ein stark 

abgefallenes MP von 16,9 ± 2,0 und eine Verminderung der relativen SAH-

Hydrolase-Genexpression um den Faktor 1,67 gegenüber der Kontrolle, die 

sich aber nicht in einer Erhöhung der Proteinexpression und der Enzymaktivität 

äußerte. Die untersuchten Parameter für den A1-Rezeptor blieben unverändert. 

Nach elftägiger PAN war eine im Vergleich mit der Kontrollniere regelrecht 

überschießende Regeneration und Wiederaussprossung der Fußfortsätze der 

Podozyten zu beobachten. Bei einem etwas überschießend nahe dem 

Kontrollwert wieder eingependelten Induktionsfaktor bei der mRNA-Expression 

blieb ein weiterhin stark vermindertes MP von 11,3 ± 0,8. Auch hier zeigten sich 

unbeeinflusste Werte für die Gen- und Proteinexpression des Adenosin-A1-

Rezeptors. 

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass weder die SAH-Hydrolase 

noch der Adenosin-A1-Rezeptor von einer veränderten Proteinexpression oder 

Lokalisation im Nierengewebe bei den untersuchten Krankheitsmodellen 

betroffen sind. Im Falle der SAH-Hydrolase kommt es zwar teilweise zu einer 

Veränderung in der Genexpression auf mRNA-Ebene, jedoch schlägt sich dies 

nicht auf Ebene des Genprodukts nieder. Es ist anzunehmen, dass dieser 

Effekt sich erst mit zeitlicher Verzögerung einstellt oder dass 

Regulationsmechanismen auf mRNA-Ebene stattfinden, die eine Verwirklichung 

der genetischen Information beeinflussen oder gar verhindern. Veränderungen 

im MP ohne gleichsinnige Entwicklungen der Genexpressionsrate deuten 

darauf hin, dass neben Transmethylierungsreaktionen noch weitere 

Mechanismen an der Regulation der Genexpression beteiligt sein müssen. 
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7 Anhang 
 
7.1 Abkürzungsverzeichnis 
 

A   Adenin 

As   Spezifische Aktivität 

Abb.   Abbildung 

ADP   Adenosindiphosphat 

AGE   advanced glycation end product 

AMP   Adenosinmonophosphat 

AP   Antikörperpuffer 

APS   Ammoniumpersulfat 

AQP1   Aquaporin 1 

AQP3   Aquaporin 3 

ATP   Adenosintriphosphat 

bp   Basenpaare 

BSA   bovine serum albumin, Rinderserumalbumin 

bzw.   beziehungsweise 

c   concentration, Konzentration 

C   Cytosin 

Ct   cycle threshold  

ca.   circa, zirka 

cAMP   cyclic AMP, zyklisches AMP 

CAR   coxsackie and adenovirus receptor, Coxsackie-und-  

   Adenovirus-Rezeptor 

cDNA   complementary DNA, komplementäre DNA 

CDP   Cytidindiphosphat 

cGMP   cyclic GMP, zyklisches GMP 

CO   Kohlenstoffmonoxid 

Cox-2   Cyclooxygenase 2 

Cy5   Indocarbocyanin 5 

d   Schichtdicke 
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Da   Dalton 

d. h.    das heißt 

dl   Deziliter 

DMPC   Dimyristoylphosphatidylcholine 

DNA   desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 

DTT   Dithiothreitol 

E   Effizienz 

E’   Extinktion 

EAE   Experimentelle autoimmune Enzephalitis 

EC   Enzyme Commission 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

ELISA   enzyme linked immunosorbent assay, Enzym-gekoppelter  

   Immunadsorptionstest 

engl.   englisch 

Epo   Erythropoietin 

et al.   et alii, und andere 

FG   Feuchtgewicht 

fmol   Femtomol 

g   Gramm 

g’   Erdbeschleunigung (9,81 m/s2) 

G   Guanin 

GFR   Glomeruläre Filtrationsrate 

Glut2   Glucosetransporter 2 

GMP   Guanosinmonophosphat 

G-Protein  Guaninnukleotid-bindendes Protein 

h   Stunde(n) 

HCl   Salzsäure 

H2O   Wasser 

H2O2   Wasserstoffperoxid 

HPLC   high performance liquid chromatography,    

   Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
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IDDM   insulin dependent diabetes mellitus, Insulin-abhängiger  

   Diabetes mellitus 

IGF-IR  insulin-like-growth-factor-I receptor, Insulin-ähnlicher-  

   Wachstumsfaktor-I-Rezeptor 

IgG   Immunglobulin der Klasse G 

JGA   Juxtaglomerulärer Apparat 

Keq   Gleichgewichtskonstante 

KCl   Kaliumchlorid 

K2CO3   Kaliumcarbonat 

kDa   Kilodalton 

KH2PO4  Kaliumhydrogenphosphat 

kg   Kilogramm 

KG   Körpergewicht 

KPP   Kaliumphosphatpuffer 

l   Liter 

LSM   Laser-Scan-Mikroskop(ie) 

M   molar (mol/l) 

mA   Milliampere 

MgCl2   Magnesiumchlorid   

ml   Milliliter 

mm   Millimeter 

mM   Millimolar 

mg   Milligramm 

min   Minute(n) 

MIP-1β  Makrophagen-inflammatorisches-Protein 1β 

mol   Mol 

MP   Methylierungspotential 

mPa   Millipascal 

mRNA   messenger RNA, Boten-RNA 

MS   Multiple Sklerose 

MTT   Monotetrazoliumsalz 

mU   Milliunit 
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n   Anzahl Versuchstiere 

N   normal (mol/l) 

NaCl   Natriumchlorid 

NAD   Nikotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid 

Na2HPO4  Natriumhydrogenphosphat 

Na/K-ATPase Natrium/Kalium-ATPase 

NH4H2PO4  Ammoniumhydrogenphosphat   

nm   Nanometer 

nmol   Nanomol 

OH   Hydroxy-, Hydroxylgruppe 

PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PAN   Puromycin-Aminonukleosid-Nephrose 

PBS   phosphate buffered saline, Phosphatpuffer in    

   Kochsalzlösung 

PCR   polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion 

pH   potentia Hydrogenii 

PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 

PN   Produktnummer 

ppm   parts per million 

RBF   Renaler Blutfluss 

RNA   ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 

rpm   rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 

rRNA   ribosomale RNA 

RT   Reverse Transkription 

RT’   Raumtemperatur 

s   Sekunde 

S   Svedberg-Koeffizient 

SAH   S-Adenosylhomocystein 

SAM   S-Adenosylmethionin 

SDS   sodium dodecyl sulfate 

SEM   standard error of the means, Standardfehler des   

   Mittelwertes 
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syn.   Synonym 

T   Thymin 

Tab.   Tabelle 

TAE   Tris/Azetat/EDTA 

TBS   tris buffered saline, Trispuffer in Kochsalzlösung 

TEMED  N’,N’,N’,N’-Tetramethylendiamin 

TGF   tubuloglomerular feedback, Tubuloglomeruläre   

   Rückkopplung 

TH1   T-Helfer-Zelle vom Typ 1 

TNFα   Tumor-Nekrose-Faktor α 

TPBS   Tween PBS 

tRNA   Transfer-RNA 

U   units, Einheiten 

UV   Ultraviolett 

V   Volt 

vgl.   vergleiche 

vWF   von-Willebrand-Faktor 

v/v   Volumen in Volumen 

WT1   Wilms-Tumor-Protein 1 

x   mal, fach (z. B. 3fach) 

z. B.   zum Beispiel 

ε   Molarer Extinktionskoeffizient 

µg   Mikrogramm 

µl   Mikroliter 

µm   Mikrometer 

µM   mikromolar 

µmol   Mikromol 

°C   Grad Celsius 

∆   Delta, Differenz 
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Universität Tübingen   

03/2000 - 11/2006 Studium der Humanmedizin, Eberhard-

Karls-Universität Tübingen   

27.03.2002  Ärztliche Vorprüfung     

25.03.2003 Erster Abschnitt der Ärztlichen Prüfung   

05.09.2005 Zweiter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 

17.11.2006 Dritter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung 

23.11.2006 Approbation als Arzt 
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Famulaturen 
 

12.08. - 10.09.2002 Kreiskrankenhaus Reutlingen, 

Medizinische Klinik 

27.03. - 26.04.2003 Gesundheitsamt Stuttgart  

31.07 - 29.08.2003   Universitätsklinikum Carl Gustav Carus 

 der TU Dresden, Klinik und Poliklinik für 

 Dermatologie  

14.08 - 29.08.2004 Institut für Tropenmedizin des 

 Universitätsklinikums Tübingen 

06.09 - 20.09.2004 Landesinstitut für gerichtliche und soziale 

 Medizin Berlin  
 

Praktisches Jahr 
 

24.10.2005 - 12.02.2006 Krankenhaus Bad Cannstatt, Klinik für 

Allgemeine Innere Medizin, 

Gastroenterologie und Hepatologie 

13.02. - 04.06.2006 Krankenhaus Bad Cannstatt, Zentrum für 

Hautkrankheiten 

05.06. - 27.08.2006 Krankenhaus Bad Cannstatt, Klinik für 

Allgemein-, Viszeral- und Unfallchirurgie 
 

Stipendium 
 

02/2000 - 11/2006 Stipendiat der Studienstiftung des 

 deutschen Volkes e.V. 
 

Promotion 
 

10/2004 - 07/2007 Promotion am Institut für Pharmakologie 

und Toxikologie der Eberhard-Karls-

Universität Tübingen 

 


