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2. Met hodi k

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl nol ekul arbi ol ogi sche
al s auch physi ol ogi sche Met hoden ver wendet . Der
nol ekul ar bi ol ogi sche Teil bestand aus der Gew nnung von
Rat t enni erengewebe nit nachfol gender RNA-Extraktion, der DNA-
Her st el | ung, der Vervi el fal tigung di eser DNA mttels
Pol ynmer asekett enreakti on (PCR = pol ynmerase chain reaction) und
der Langen- und Sequenzidentifikation der vervielfaltigten DNA
durch Gel el ektrophorese und Sequenzi erung. Der physiol ogische
Teil dieser Arbeit bestand aus |solation der Rattenniere und
nachf ol gender Perfusion mt oxygeni erter physi ol ogi scher
Losung, wobei ver schi edene Puri nrezept or agoni st en
Puri nrezept or ant agoni st en und Test subst anzen appliziert
wurden. Die Perfusionsdruckdnderungen wurden dabei mt Hilfe
ei nes Schrei bers permanent registriert.

I m f ol genden sol | en di ese Met hoden ndher beschrieben werden.

2.1 Expressionsuntersuchungen

2.1.1 Gewebegew nnung und RNA- Extraktion

Zur CGCewebegewi nnung wurden mannliche 3-6 Mnate alte Wstar-
Kyoto-Ratten mt einem Gewi cht von 250-350 g verwandt. D e
Ratten wurden durch eine intraperitoneal applizierte Uberdosis
von Urethan (1,49/kg KG getotet. AnschlielRend wirde die
Bauchhéhle mt einem Unterbauch-Medi anschnitt ero6ffnet. De
Bauchdecke wurde dann Y-férm g zur rechten und linken Seite
bi s unt er di e Ri ppenbégen auf geschnitten. D e i nke
Ni erenarterie wurde vorsichtig vom unliegenden Binde- und
Fettgewebe isoliert, und es wrde eine Ligatur platziert. Nach
der Nephr ekt om e wur de Ni er enmar k und -rinde unt er
m kr oskopi scher Si cht (40 X Ver gr 63er ung) vonei nander
getrennt. Die Proben wrden in sterile Reaktionsgefalle

Uberfihrt und mt flussigem Stickstoff zur Konservierung der
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RNA tiefgefroren. Die RNA wrde mit Hilfe Guanidi unthiozyanat -
Phenol - Chl orof orm Ei nschritt-Extraktion dur chgef thrt, wobei
di e Substanz Trizol (Life Technol ogi es) verwandt wurde.

200 ng Gewebe wurden in 4 m Trizol honogenisiert (1m Trizol
pro 50 ng Gewebe), und es wurden 800 Chl orof orm
hi nzugegeben, wel ches fir 15 Sekunden geschuttelt (0,2 upl pro
1 m Trizol) wirde. Daraufhin nulten die Proben ca. 2-3
M nut en stehengel assen und nochmals 15 Sekunden geschittelt
wer den. AnschlielRend zentrifugierte nman die Proben bei 11800 g
far 15 Mnuten bei einer Tenperatur von 4°C, wobei ein
Festw nkel rotor verwandt wurde (Zentrifuge der Firma Herme Z
323K) . Hi er bei entstand eine obere Wwalrige Phase, di e
abpi pettiert und in ein neues Gefal gegeben wurde. In dieses
wirden 2 m | sopropanol  hinzugefugt (0,5 mM pro 1 nl
ei ngesetztem Trizol) und fdar 10 Mnuten bei Rauntenperatur
i nkubi ert. Danach wurde bei 12000 g fur 10 Mnuten bei 4°C

zentrifugiert. Nun sollte sich auf dem Boden des
Reakti onsgefaRes ein Pellet bilden. Der Uberstand wur de
vorsichtig abgegossen. I m Rahnen des zwei mal i gen

Waschvor ganges wurde das Sedinent jeweils nach Gabe von 4 ni
Et hanol (70%, welches nach jedem Wschvorgang abgegossen
wurde, bei 7500 g fuar 5 Mnuten gewaschen (1 m Ethanol pro
1m eingesetztem Trizol). Das entstandene Sedinent, welches
der extrahierten RNA entsprach, wurde nun bei Rauntenperatur
getrocknet und anschlieRend in 50 pul sterilem RNAse-freien HO
aufgel 6st. Dieses RNA-Extrakt konnte nun bis zur weiteren
Ver ar bei tung bei —-20°C i m Kuhl schrank gel agert werden.

Zur Vernessung der RNA-Menge wurden 2 pl des RNA-Extraktes mt
78 pl sterilem Wasser versetzt. D e RNA-Menge dieser Probe
konnte nach Bestinmung der Absorption bei einer WlIlenlange
von 260 nm (Aso) durch ein Photoneter (Eppendorf 206)
errechnet werden:

RNA- Konzentration (upg/ul) = Aggpo X 80 pl (Gesantvol unen der
ver nessenen Probe) / (20 x eingesetztes Testvol unmen). Der RNA-
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Korrekturfaktor entspricht 80% der vernessenen Az fur DNA,
so dall nach fol gender For nel die Konzentration der
extrahierten RNA errechnet werden kann:

RNA (pg/pl) = Ao X 1,6.

Die Reinheit der RNA wrde mt Hlfe des Quotienten von Asgy zu
Aceo bestimm. Fir RNA |iegt der Quotient zwi schen 1,6 — 1,8.

2.1.2 Cel el ektrophorese

Die Celelektrophorese bietet eine Mglichkeit, RNA oder ein
Endpr odukt der PCR optisch direkt nachzuweisen. Sie besteht
darin, eine kleine Menge der zu besti menden Probe auf einem
Agar osegel aufzutrennen. Das 2%ige Agarosegel wrde mt
Et hi di unbrom d, einem Fluoreszenzfarbstoff, der mt RNA oder
DNA (PCR-Produkt) interkaliert, versetzt. Zur G 6fenbesti nmung
der RNA bzw. PCR-Produkte wurden zusatzlich 10 pl eines 100-
bp- Marker in einer nebenliegenden Gel kamrer auf dem Agar osegel
aufgetragen. Daraufhin wurden 3 pul der RNA-Probe mt 3
Gel | adungspuffer (1 Teil Celladungspuffer mt 5 Anteilen HO)
und 4 pl sterilem HO versetzt. Fiur das PCR-Produkt galt es,
ein Gemsch aus 9 pl der  DNA, ver set zt m t 1
Cel | adungspuffer (1:5), in die Kamrern aufzutragen. Nun wurde
in der Agarosegel kanmer eine Spannung von 100 Volt fur 60
M nuten angel egt. AnschlielRend konnten die Banden unter UV-
Licht sichtbar gemacht werden. Eine Photographie des Gels
dokunentierte die experinmentellen Ergebnisse.
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2.1.3 DNA- Her st el  ung durch reverse Transkription (RT)

Zur Gewi nnung der DNA nmuf3te die zuvor extrahierte RNA einer
reversen Transkription unterzogen werden. Diese wurde hierbei
mt Hlfe einer Milv-Transkriptase durchgefihrt. De hier
ei ngeset zte RNA-Menge war abhangig von deren Konzentration.
Das eingesetzte Volunen nuBlte so gewdhlt werden, dalR eine
Menge von 2 pg RNA erreicht wurde.

Zunachst wurde 2 pg RNA mt 2,5 pul Random Hexaners (200 pnol/2
Mg) versetzt und anschlieRend auf 15 mt HO (steril
Nucl ease-frei) aufgefillt. D ese Probe wurde nun auf 72°C fir
5 Mnuten zwecks Zerstorung von Sekundarstrukturen in der RNA
und einer Effektivitatssteigerung der reversen Transkriptase
erhitzt. Das Reaktionsgem sch wurde daraufhin auf Eis gelegt,
um er neut e Sekundarstrukturbil dungen zu verhindern. Nun wurden
die Proben noch einmal kurz zentrifugiert. Danach nulte der
RT- Master-M x hergestellt werden. Hi erzu wirde ein Gem sch aus
5 pl 5-fach Milv-reverse-Transkriptase Puffer (bestehend aus
50mM Tris-HO [pH 8,3], 1 nM EDTA, 0,1% Triton X-100, 0,1 M
NaCl, 5 mM DIT) 1,5 pl dNTP (jeweils 10 nM dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 0,5 ul RNasin (25 units/2 pg RNA) und 1 pl Mi-MV
reverse Transkriptase (20 wunits/ul) zusamrengestellt. Der
Master-M x wurde nun mt 2 pl nukl easefreiem HO versetzt und
kurz geschittelt. Der fertige Master-M x konnte jetzt der RNA
zugeset zt werden. AnschlielRend wrde die RNA bei 37°C fiar 60
M nuten inkubiert. Am Ende nuflten die Proben bei 95°C fuar 5
M nuten erhitzt werden, um die Wrkung der Milv-reverse-
Transkri ptase aufzuheben. Di e entstandene DNA konnte nun far
di e fol gende DNA-Vervielfaltigung mttels PCR benutzt werden.

Mt Hilfe einer PCR mt R-Actin-Prinmern wurde Uberpriaft, ob
di e er hal t ene DNA aus der vor angegangenen Rever sen
Transkription funktionell ist (Raff et al., 1997).
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Der R-Actin-Prinmer und die PCR-Bedi ngungen wurden von van der
G et und Mtarbeitern Dbereits auf Funkt i onst ichti gkei t

ausgetestet. Die Prinersequenzen sind in Tabelle 3 aufgefihrt.

Tabelle 3: verwandte Primer mit Primersequenzen

Primer Sequenz Fragmentlange

P2X1 Forward 5-CTT CTT CGT GAG GCT GAG AA-3’ 488 bp
Reverse 5'-CCA ATC CCA GAA CCG ATA G-3

pP2X2 Forward 5'-CTG CCT CCT CAG GCT ACA ACT TCA -3 273 bp
Reverse 5'-GAG TAC GCA CCT TGT CGA ACT TCT -3

P2X3 Forward 5-AAT GCA AGG ATT CTG TCC AGA G-3’ 634 bp
Reverse 5'-AGC GTT CCC ATA TAC CAG CA-3

P2X4 Forward 5-GAC CAA CAT GAT TGT CAC CG-3' 571 bp
Reverse 5'-GTA GCC AGG AGA CAC ATT GTG TT-3

P2X5 Forward 5'-CGC TGG GGA GTC TGT TGT AG-3’ 701 bp
Reverse 5-TCT CGG TAA AAC TCA CTC-3

P2X6 Forward 5'-CTG CAG CTC GGA GTG GTA G-3’ 518 bp
Reverse 5'-TAA GGC ATT GGT TCT GGA GAA-3’

P2X7 Forward 5-GGG GAC ATC TTC CAG GAA AT-3 549 bp
Reverse 5'-CTG GTC CAC CAT CCA AAT GT-3

B-actin Forward 5'-TAC AAC CTC CTT GCA GCT CC-3’ 630 bp
Reverse 5'-GGA TCT TCA TGA GGT AGT CTG TC-3’

2.1.4 DNA- Vervi el fal ti gung durch PCR und PCR-Opti m erung

Die PCR ist eine nolekularbiologische in-vitro Methode zur
Vervielfaltigung von definierten Zel-DNA Sequenzen. Man kann
mt ihr eine oder nehrere bestimte Ziel-DNA-Sequenzen aus
ei ner het erogenen Kol l ektion von DNA- Sequenzen selektiv
vernmehren. Al's Ausgangsmaterial diente in der vorliegenden
Arbei t DNA aus zuvor revers transkribierter RNA, die
i hrerseits wi ederum aus der Rattenniere extrahiert wurde.

Der erste Schritt war die Gabe von 2 digonukleotidprinmern
(forward und reverse Prinmer, jeweils 10 uM, sogenannten
Amplinmeren, zu einer denaturierten genom schen DNA. D ese

Primer sind in der Lage, spezifisch an konpl ementare Sequenzen
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zu bi nden, die die gesuchte DNA-Region einrahmen. Durch Zugabe
von 0,75 Einheiten hitzestabiler DNA-Polynerase von thernus
aquaticus (taq), der vier Desoxynukleosidtriphosphate dATP,
dCTP, dGIP und dTTP, jeweils 2,5 nM eines 10-fach-Puffers
(bestehend aus 500 mM KCl, 100 mM TrisHO, 1,0% Triton X-100),
My 2 (25 mVM und eine der Optim erung entsprechenden Menge an
sterilem HO sind die Anplinere in der Lage, die Synthese
neuer DNA-Strange zu starten. Dabei sind die neuen DNA- Strange
konpl enmentar zu der gesuchten Zielsequenz. Um eine optinale
Darstellung der gesuchten DNA zu gewdhrleisten, nulte die DNA
vervielfaltigt werden. Dazu diente ein Cycler (Techne Genius),
mt dessen Hilfe mn in 30 2Zyklen ca. 10° Kopien des
gewinschten PCR-Produkts erhielt. Vor Beginn der 30 Zyklen
erfolgte ei ne ei nmal i ge Anhei zphase zur initialen
Denat uri erung der doppel stréangi gen DNA bei 94°C fdar 3 M nuten

Ein Zyklus bestand aus Renaturierung (annealing) bei 55°C fur
60 Sekunden, in der die Bindung des Prinmers an die
denaturierte Matrize erfolgte, der Verléangerung des Priners
(extension = DNA-Synthese) bei 72°C fur 60 Sekunden und der
Denaturierung bei 95°C fur 30 Sekunden, das hei 3t der Trennung
der neu synthetisierten konplenentdren DNA-Strange. Nach
Abschl uR der 30 Zyklen erfolgte eine Abkuhlungszeit auf 4°C
far 3 Mnuten. AnschlieBend wirde mt diesem PCR-Produkt eine
Cel el ekt rophorese fiur 60 Mnuten bei 100 Volt durchgefiihrt.
Die vervielfaltigte DNA zeigte sich unter UV-Licht nun als
di skrete Bande ei ner bestinmten G 6fe.

Die PCR-Optimerung ist ein Vorgang, mt der man die optinalen
Konzentrati onsverhéal tnisse der zur PCR verwendeten Substanzen
far einen bestimten Priner bestimen kann. Dazu wurden in
di eser Arbeit vier Masterm x-Proben angesetzt, die sich in der
Myd -, Prinmer-, dNTP- und HO Menge unterschi eden. Das Vol unen
ei ner Masterm x-Probe wurde dann auf 13 PCR-Reaktionsgefalie
aufgeteilt, so dalR nman 52 Proben erhielt, und die restlichen

Subst anzen wurden entsprechend der Tabelle 4 hinzugefigt. Dann
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wirde die DNA der ei nzelnen Proben analog zum oben
beschri ebenen Vorgang mt dem Cycler vervielfaltigt und
mttels Cel el ektrophorese unter UV-Licht analysiert. Die Probe
mt der optinmalen Zusammensetzung sollte nur eine Bande bei
der gewinschten Fragnentgro6le zeigen. Um di e Expression dieser
si ngul aren Bande weiter Zu ver st arken und Art ef akte
auszul 6schen, wurde nun fur diese Probenzusamensetzung das
optimal e Tenperaturprofil der Primer im Cycler eruiert. D es
geschah durch Ander ungen der Renat uri erungs- (anneal i nQ)
tenperatur. Fur die Primer, die in der vorliegenden Arbeit
benut zt wurden, |ag diese, je nach Prinerpaar, zwi schen 55°C
und 61°C.
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Tabelle 4: PCR-Optimierungsprotokoll; alle Mengenangaben in pl

Probenbezeichnung H,O[ 14-fach Master
Probennummer|1]| 2 3| 4[5 6| 7] 8] 9]|10([11[12
10-fach Puffer -l - -0 -1 -1 -l - -1 - -] -] - 70
MgCl2 (25 mM) -l - -l -1 -1 -l -1 -1 - -1 -] - 28
DNTP (2,5 mM) -l -[-[-]11]j1f1]j1]2|2|2]2]| - 14
Primer Forward (10 uM) -10,5/ 11,5 -(0,5 11,5 -]0,5 11,5 - 7
Primer Reward (10 uM) -10,5/ 11,5 -|0,5 11,5 - (0,5 11,5 - 7
H.O-steril 5|14 (324|321 ]|32]|1]-|17 469
Tag-Polymerase (O,5U/u)} - | - [ -| - | - |- -|-|--1]-1|- - 21
Insgesamt 44
RT-Produkt 11 |1)1fj1f2)1]1f1f1]1|1]| -
Gesamtvolumen/Probe 50|50 50| 50| 50 50| 50| 50]50]|50|50(50| 50
Probenbezeichnung H,O[ 14-fach Master
Probennummer|13(14|15|16(17|18|19| 20| 21| 22| 23|24
10-fach Puffer -l - -0 - -1 - - - -] -] - 70
MgCI2 (25 mM) -l - - -1 -1 -l -1 - - -] -] - 42
DNTP (2,5 mM) -l -[-[-]11]1f1]j1]2|2|2]2] - 14
Primer Forward (10 pM) -10,5/ 11,5 -(0,5 11,5 -]0,5 11,5 - 7
Primer Reward (10 pM) - 10,5115 -]0,5 11,5 - |05 1]1,5 - 7
H,O-steril 51413124321 ]|3|[2|1]- 7 455
Tag-Polymerase (O,5U/u)} - | - [ -| - | - -| -] -|--1]-1|- - 21
Insgesamt 44
RT-Produkt 11 |1)1|1f2)1]1f2f21]1|1| -
Gesamtvolumen/Probe 50( 50 |50]| 50| 50|50|50[50|50|50(|50(50]| 50
Probenbezeichnung H,O[ 14-fach Master
Probennummer |25 26 |27| 28| 29| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36
10-fach Puffer - -1 -1 - - -1 - - - - - - - 70
MgCI2 (25 mM) -l - -0 - -1 - - - -] -] - 56
DNTP (2,5 mM) -l -|-[-]11]1f1]j1]2|2|2]2]| - 14
Primer Forward (10 pM) -|0,5/ 11,5 -(0,5 11,5 -]0,5{ 11,5 - 7
Primer Reward (10 uM) -|10,5/ 115 -(0,5 11,5 -]0,5 11,5 - 7
H2O-steril 5|14 (3214|321 ]|3[2]1]-|7 441
Tag-Polymerase (O5U/uD) - | - | - | - -] -|-|-|-|-1|-]- - 21
Insgesamt 44
RT-Produkt 11 |1)1fj1f2)1]1frf21]1|1| -
Gesamtvolumen/Probe 50| 50 | 50| 50| 50|50 50| 50|50[50]|50|50| 50
Probenbezeichnung H,O[ 14-fach Master
Probennummer|37]|38|39|40(41[{42|43|44|45|46(47|48
10-fach Puffer -l - -1 -1 - - - - -] -] - - 70
MgCI2 (25 mM) -l - - - - - - - - -] -] - 84
DNTP (2,5 mM) -l - -[-11]1f1j1]2|2|2]2]| - 14
Primer Forward (10 pM) -]0,5(1(15 -]0,5 11,5 -|0,5 1]1,5 - 7
Primer Reward (10 pM) -0,5(1f1,5 -]0,5 11,5 -[0,5 1]1,5 - 7
H2O-steril 5|14 (324|321 ]|3[2]1]-]|7 413
Tag-Polymerase (O5U/uD) - | - | - | - -] - - -|-|-1|-]- - 21
Insgesamt 44
RT-Produkt 1]1f(1f1)1)1f1]1]1f11]1 -
Gesamtvolumen/Probe 50( 50 |50] 50| 50| 50| 50{50]|50]|50([50(50]| 50
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2.1.5 DNA-Isol ation

Zur |solation des zu klonierenden DNA-Fragnents bendtigte man
ei n sogenanntes Low Melting Agarosegel (1%ig). Dieses besteht
aus einer Agarose mt einer niedrigeren Schnel ztenperatur als
die zur konventionellen Gelelektrophorese verwendete Agarose.
Das zuvor aus der PCR gewonnene Produkt wiurde nun zur
CGel el ekt rophorese bei einer Spannung von 60 Volt fdar 100
M nuten auf dem LowMelting GCel aufgetragen. AnschlielRend
wurde das Gelstuck, welches die Bande enthielt, mt einem
sterilisierten Skal pell ausgeschnitten. D eses Celstick wurde
anschlielend in ein RNase- und DNase-freies Reaktionsgefal
(New Engl and Biol abs) dberfihrt und 2-mal fur je 30 M nuten
mt 2-fachem Volumen des Gelsticks mt Agarase |-Puffer auf
Eis gewaschen. Das Gel wurde nun bei 65°C fur 10 M nuten
geschnol zen. Dann nmuf3te di e geschnol zene Agarose innerhalb von
10 M nuten auf 40°C abgekihlt werden. AnschlielBend wurde 1
Unit [R-Agarase pro 200 pl Agarose hinzugegeben und 1 Stunde
i nkubi ert. Danach wurde diese Probe nmt 5 M Nad -LOésung auf
eine 0,5 M Nad -Konzentration eingestellt. Dy e gleiche Mnge
| sopropanol nmufdte nun hi nzugegeben und fur 15 Mnuten auf Eis
gel agert werden. AnschlieBend folgte eine Zentrifugation fr
15 M nut en bei 15000 g. Der Uber st and wur de zur
Weiterverarbeitung in ein neues Reaktionsgefal3 Uberfidhrt. Nun
fugte man ein 2-Faches der Uuberfidhrten Menge an |sopropanol
hi nzu. Diese Gemi sch wiurde fur 30 Mnuten auf Eis gel agert und
anschlieBend 15 Mnuten bei 15000 g zentrifugiert. Danach
konnte der Uberstand verworfen und das entstandene Sedinent
getrocknet werden. Nach der Resuspendi erung des Sedinentes in
20 pl sterilem HO wrde die DNA mttels des Photoneters
vernessen. Das Fragnent aus der isolierten DNA war jetzt zur

anschl i eRenden Ligation vorbereitet.
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2.1.6 Klonierung

Di e Klonierung, d.h. die selektive Vernmehrung ei nes
gewinscht en DNA- Fragnents, besteht aus der Verbi ndung ei nes
gewlinscht en DNA- Fragnents mt unabhéngi g repli zi erenden DNA-
Sequenzen (Ligation) und der Ubertragung der hybriden DNA-
Fragnente in geeignete Wrtszellen (Transformation), in denen

sie selektiv vervielfaltigt werden konnen (Vernehrung).

Li gati on des Fragnmentes in den pGem T Vekt or

Da das durch die DNA-lsolation aufgereinigte Fragnent Kkeinen
ei genen Replikationsursprung hat, wiurde das Prinzip der
Ligation angewandt. D es ist die Koppelung eines gewinschten
DNA- Fragnentes (lnsert) mt einem sogenannten Replikon, von
dem die Replikation ihren Ursprung nimmi. D ese zur Klonierung
verwendet en Repli kons bezei chnet man auch als Vektoren.

Die Ligation wrde in einem RNase- und DNase-freiem
Reaktionsgefald (0,5 m) durchgefuhrt. Die zuzufidhrende DNA-
Menge aus der vorangegangenen PCR war abhangig von der Léange
des gesuchten Fragnents, in diesem Falle 634 bp. Entsprechend
der Anleitung des Herstellers des Ligationkits (pGem T Vektor
der Firma Pronega, 50 ng DNA/3000 bp) ergab dies eine
zuzuf Uhrende DNA- Menge von 10,5 ng. Es wurden 5 pl eines 2-
fach konzentrierten Rapid Ligations Puffers, 1 u pGCmT
Vektor, 1 pl T4-DNA-Ligase und zum Errei chen des Endvol unens
von 10 ul steriles HyO hi nzugef lgt.

Anschl i eBend wurde das Reaktionsgenisch zur Inkubation Uuber
Nacht im Kuhl schrank bei +4°C gelagert, um eine effiziente

Li gation zu erreichen.

Transformati on

Der mt dem DNA-Fragnent ligierte Vektor konnte nun in
kompetente Zellen, den Wrtszellen, transformert werden. In
der vorliegenden Arbeit wurden hierzu Escherichia coli

(Stratagene) benutzt. Die ligierten Vektoren wirden in die
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Plasm de der Bakterien eingefigt, um sich mt diesen zu
replizieren. Hierzu wrden 2 pl des ligierten Produktes in ein
1,5 mM steriles Reaktionsgefdald gegeben. Di e konpetenten Zellen
mu3ten nun von -70°C auf Eis aufgetaut werden. Anschlielend
wurden 50 pul  dieser konpetenten Zellen auf den ligierten
Vektor in das GefalR pipettiert. Nach |eichtem Unrihren wurden
die ReaktionsgefaRBe fidr 20 Mnuten auf Ei s gelegt. D eses
Gem sch wurde dann exakt bei 42°C fuar 45 sec inkubiert und
anschl i eRend direkt w eder auf Eis gestellt. Jetzt wurden 950
pl - SOC- Medi um hi nzugegeben. Es folgte eine Inkubation fur 1,5
St unden bei 150 Undrehungen/mn und einer Tenperatur von 37°C
in einem Inkubationsschuattler (lInkubator Heidol ph Uninmax
1010). Danach wurden 100 m dieses M xes auf LB/ Anmpicillin/X-
Gal /1 PTG Agarpl atten ausplattiert. AnschlieRend erfolgte eine
| nkubati on dieser Platten bei 37°C Uber Nacht.

Um di e zuvor genannten LB/ Anpicillin/X-Gal/|PTG Agarplatten zu
erzeugen, wurden zu Beginn zu 1 | LB-Medium 12 g Agar
hi nzugef tgt und aut okl aviert. Nach dem Abkidhlen wurde
sterifiltriertes Anmpicillin (50 pg/m) hinzugegeben. Die
Platten konnten nun in Petrischalen (6,5 cm Durchnesser)
gegossen und nach Ausharten bei 4°C gelagert werden. Vor dem
Gebrauch nmuften die Agarplatten mt 100 ul |sopropyl-b-
t hi ogal akt opyranosi dase (IPTG 100 mM und 20 pul 5-Bronp-4-
chl or o- 3-i ndol yl - b- D- gal akt opyr anosi d (X-Gal, 50 ng/ m)
ei ngeri eben werden. AnschliefRend wurden diese bei 37°C fur 45

M nuten bei |eicht ged6ffneten Platten zum Antrocknen gel agert.

Ver mehrung des DNA- Fragnents

Nach erfol greicher |Inkubation konnten die Kolonien mt einer
sterilen Pipettenspitze entnommen werden. D ese wurden
anschlieRend in ein mt 5 m gefulltes LB-Ampicillin-Mdi um
Fal con- Tube (15 m ) hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation
di ese Tubes bei 37°C und 225 rpm Uber Nacht in dem I nkubator
Hei dol ph Uni max 1010. Am néchsten Tag wurde eine DNA-M ni-
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Praparation nmit Hlfe des Wzard™ Plus Mnipres DNA-
Puri fikation- Systens (Pronega, Mannhei m) dur chgef dhrt.
Zunédchst wurden die Uuber Nacht inkubierten Zellen fur 10
M nuten bei 10000 g pelletiert, deren Medium anschliefl3end
entfernt wurde. Dann fugte man 300 pl Zell-Lysis-Puffer zur
Auf | 6sung der Zellwande hinzu. D eses Genisch wurde innerhalb
5 Mnuten nehrfach dber Kopf gekippt. Es wrden 300 upl
Neutralisationspuffer hi nzugegeben, das daraufhin erneut
mehrmal s Uber Kopf geki ppt wurde. Das Lysat konnte jetzt fiar 5
M nuten bei 10000 g zentrifugiert werden. Eine 2 m Luer-Lock-
Spritze wurde ohne  Stenpel auf die Wzard-M nicol um
aufgesetzt und 1 m des Wzard Mniprep DNA-Purifikation-
Harzes in die Spritze hereinpipettiert. Der Uberstand des
Zel lysats, welche die replizierten Plasmde mt den ligierten
Vektoren enthielt, konnte nun in die Spritze mt dem DNA-Harz
hi nzugef gt werden. Der Stenpel wirde aufgesetzt wund das
Gem sch DNA- Resin/Lysat | angsam durch den Filter gepresst. Die
Spritze konnte abgenomen und erneut stenpellos aufgesetzt
werden. AnschlieRend fullte man 2 m der Waschl 6sung in die
Spritze und presste diese durch den Filter. Um den Filter zu
t rocknen, wrde dieser in ein neues 1,5 nm steriles
Reakti onsgef &l gesetzt und Dbei 10000 g fuar 2 Mnuten
getrocknet. Zuletzt legte man diesen Filter in ein neues
steriles 1,5 m Reaktionsgefall und fugte 50 ul steriles HO
hi nzu, das nach 1 Mnute |nkubationszeit erneut bei 10000 g
far 20 sec zentrifugiert wiurde. Die zuvor in dem Filter
befindliche DNA war nun in dem Ausgewaschenen enthalten und

konnte bei —-20°C auf bewahrt werden.



23

2.1.7 Sequenzi erung

Um das klonierte DNA-Fragnent im folgenden zu sequenzieren,
mul3te zuvor eine PCR mt anschl i elRender DNA- Fal | ung
durchgefihrt werden. Herzu wirde ein Gemsch mt einem
Gesantvolunen von 20 pl fur die PCR angesetzt. 500 ng DNA
wirde mt 10 prol Forward Prinmer und 4 pul  Sequenzierm X,
best ehend aus Taqg-Pol ynerase, 10-fach konzentriertem Puffer
und dNTPs, versetzt. Das Gemi sch wiurde mt sterilem HO auf 20
pl Gesantvol unen aufgefullt. Das Tenperaturprofil der PCR war
dem der PCR-Optim erung &hnlich: Anheizzeit (120 Sekunden) bei
96°C, Annealing und Extension (4 Mnuten) bei 60°C (+1 s /
cycle), Denaturierung (30 Sekunden) bei 96°C. Annealing,
Ext ension und Denaturierung wurden 30 mal durchgefihrt. Nach
erfolgter PCR wrde eine DNA-Fallung durchgefihrt, indem
dieser PCR-Probe 2 ul Na- Aceteat (3 M pH 4,6) und
anschliellend 50 ul Ethanol (95% hinzugegeben wurde. Dieses
Gem sch wurde fur 10 Mnuten bei Rauntenperatur inkubiert und
danach fur 30 Mnuten bei 14000 g und 4°C zentrifugiert. Das
ent st andene Sedi nent nusste zuletzt mt 300 pl EtOH (70%
gewaschen wer den.

Jetzt konnte das klonierte DNA-Fragnment der Sequenzierung
unt er zogen wer den, wel ches durch das I nstitut far
Physi ol ogi sche Chem e, Ruhr-Universitdt Bochum mttels eines
ABlI 377- DNA- Sequenzers durchgef dhrt wurde.
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2.2 Physi ol ogi e

2.2.1 Préaparation zur Isolierung der Rattenniere

Fuar alle Versuche wurden minnliche 3-6 Mnate alte Wstar-
Kyoto Ratten mt einem Gewicht von 250-350 g verwandt.
Zunachst wurden die Tiere mt einer intraperitoneal gegebenen
Uberdosis von Uethan (1,4 g/kg KG getétet. AnschlieRend
wurde die Bauchhthle mt ei nem Unt er bauch- Medi anschni tt
eroffnet und die Bauchdecke dann Y-formg zur rechten und
linken Seite bis unter die Rippenbégen aufgeschnitten. D e

Bauchaorta und die linke N erenarterie wirden vorsichtig vom

um i egenden Binde- und Fettgewebe isoliert. Dann wirden
Ligaturen an der infrarenalen Bauchaorta wund der |[|inken
Ni erenarterie platziert. 2Zwi schen N erenarterienabgang und

Aortenligatur wrde nun die Aorta mt ei ner Kl enme
verschl ossen. Die distal gelegene Aorta wurde dann nmit einer
kl ei nen Schere erdffnet und ein Katheter (5,1 cmlang, 1,1 mm
Aullendur chnesser, 0,75 mm |Innendurchnesser, Firma Baxter)
vorsi chtig ei ngef Uhrt. Danach wur de di e Aor t enl i gat ur
geschl ossen, die proximal gelegene Geféalkleme geldst, und
durch den Katheter wurden 500 i.E. Heparin injiziert, um das
Ratt enbl ut geri nnungsunfahig zu machen, damt sich keine
Thronben in der N ere bilden. Der Katheter wurde dann | angsam
mt geringem Druck in die linke N erenarterie vorgeschoben und
die zweite Ligatur geschlossen. Sofort wrde die Nere
herausgetrennt und an das Perfusionssystem angeschlossen

damt die Nere mt auf 37°C erwdrnter und oxygenierter
Tyr odel 6sung perfundi ert werden konnte.

Die Nummer zur Genehm gung bzgl. tierexperinenteller Versuche
vom 09. 1.1991 | autet 26.0834(9/91).
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2.2.2 Aufbau und Testung der Funktion des Perfusionssystens

Carbogen (95% O3, 5% CO,) Peristaltische Pumpe

Injektionsventil

Tyrodeleitung /
}\ Windkessel
yrode, 37° \

sserbad
Bruickenverstarker
/ Transgucer
Niere
/

Y-t-Schreiber 47

Abbildung 1: Schematische Darstellung der isolierten perfundierten Rattenniere;

Die mit Carbogen begaste und in einem Wasserbad erhitzte Tyrode wurde durch eine
peristaltische Pumpe an einem Injektionsventil vorbei in die isolierte perfundierte Rattenniere
gepumpt. Das Injektionsventil konnte so umgeschaltet werden, dal} man Substanzen in
Bolusform in die Niere applizieren konnte. Ein parallel geschalteter Windkessel bewirkte eine
relativ konstante Perfusion der Niere. Ebenfalls parallel geschaltet wurde die Leitung zum
Transducer, der die Druckdnderungen in der Niere in elektische Signale umwandelte. Diese
Signale wurden durch einen Brickenverstarker verstarkt und mit einem Y-t-Schreiber

aufgezeichnet.

Abbi | dung 1 zeigt einen schematischen Aufbau der isolierten
per fundi erten Rat t enni er enappar at ur . Tyr odel 6sung (si ehe
Tabelle 5) wirde so erhitzt, dalR die in der isolierten
Rattenni ere ankomrende Loésung eine Tenperatur von 37°C
aufwies. Die Tyrodel 6sung wrde mt Carbogen (95% O und 5%
CO,) begast. AnschlieBend wrde die Lésung durch eine

peristaltische Punpe zur isolierten Niere nmt einer konstanten
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FluBrate von 8 m/Mnute gepunpt. 2Zw schen Peristaltikpunpe
und i solierter perfundi erter Rattenniere wur de ein
I nj ektionsventil eingefigt, um Testsubstanzen applizieren zu
konnen (100 pl). AuBerdem wurde an einem Seitenarm zw schen
| nj ektionsventil und isolierter perfundierter Rattenniere ein
Goul d- Tr ansducer ( St at ham El enrent P23, Firma  Si enens)

ei ngefugt, der die Anderung des Perfusionsdrucks (mm Hg) im
Ni er enper fusi onssystem nessen konnte. Die Signale des Statham

El enents wurden mt Hilfe eines Bruckenverstarkers (Firma Hugo
Sachs) verarbeitet und auf einem Y-t-Schreiber (Polygraph der

Firma R kadenki) aufgezeichnet.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Tyrode-Lésung (pH 7,4)

Komponente Konzentration
(mM)

NaCl 137

KCl 2,7

CaCl, 1,8

MgCl, 1,1

NaHCO; 12

NaH,PO, 0,42

Glukose 5,6

Nach dem Anschlul3 der N ere an das Perfusionssystem wirde
zunachst 30 Mnuten gewartet, bis die N ere einen konstanten
Per f usi onsdruck aufgebaut hatte. Danach wurden di e vasoaktiven
Agoni sten a,b-nmeATP (107 nol), Angiotensin Il (108 mol), ApsA
(10" mol ) und ApsG (10’ nol) (Testkaskade) als Bol usi njektionen
(100 pl) appliziert, um die Reaktion der N ere auf vasoaktive
Substanzen zu udberprifen. In Bolusform applizierte Tyrode

| 6ste kei ne Reakti on aus.
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2. 2.3 Durchfihrung der Ni erenversuche

| m Rahnen der vorliegenden Arbeit wurden Dauerperfusionen mt

Sur am n, ei nem unspezi fischen P2- Rezept or ant agoni st en,
Pyri doxal phosphat - 6- azophenyl - 2' , 4' - di sul f onsaur e( PPADS) ,
ei nem spezi fischen P2X- Rezept or ant agoni st en und 8, 8-

Car bonyl bi s(i mi no- 3, 1- phenyl encar bonyl i m no) bi s(1, 3, 5-

napht al entri sul f onséaur e) (NF023), ei nem  Suram n- Anal ogon,

wel ches in der Lage ist, die Wrkung von ATP an dem P2X;-

Rezept or in einer 10-fach niedrigeren Konzentration zu
antagoni sieren als den P2X;-Rezeptor (Soto et al., 1999),

dur chgef ihrt. Di ese Ant agoni st en- Ver suche wur den al s
sogenannte  Schild-Plots durchgefihrt. Dies sind Dosis-

W r kungs- Ver suche, bei denen di e Dauer per f usi onskonzen-

trationen des Antagonisten stufenweise gesteigert werden
(siehe Abbildung 2). Vor und nach jedem Schild-Plot, sow e
wahrend jeder einzelnen Konzentration des Antagoni sten, wurden
in die Agonisten a,b-meATP (10’ nol), Angiotensin Il (108 nol),

ApeéA (107 nol) und ApeG (107 nol) (Testkaskade) in Bolusform
(100 pul) appliziert. D e verwendeten Konzentrationsbereiche
unterschieden sich bei den einzelnen Antagonisten (siehe
Abbi |l dung 2). Jede Dauerperfusion dauerte mndestens 20
M nuten, wund vor |eder Testkaskade wurde die N ere mt der

jewei ligen Antagoni stenkonzentration mndestens 5 M nuten
perfundiert. Aufgrund der Desensitisierung von P2X-Rezeptoren
durch a, b- neATP, ApsA und ApsG  nmuldten zZW schen den
Bol usappl i kati onen dieser Substanzen mndestens 10 M nuten

i egen.
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A
S T A
100nM | 300nM 1M 3uM 10pM 30uM >
B
Loy 4
1pM 10pM 100pM 1mM >
C

N T A S Y

100pM 1nM 10nM 100nM 1uMm 10uM 100uM >

Abbildung 2: Schematische Darstellung der  Dauerperfusionen  mit den
Purinrezeptorantagonisten (A: NF023; B: Suramin; C: PPADS) in aufsteigenden

Konzentrationen (Schild-Plot)

Gerade = Tyrode, Blocke = Tyrode+Antagonist, senkrechte Pfeile = Testkaskade, bestehend
aus a,b-meATP, Angiotensin 11, ApsA und ApsG. Nachdem die Niere an das Perfusionssystem
angeschlossen wurde und ein Druckequilibrium eintrat, applizierte man in Bolusform eine
Testkaskade zur Uberpriifung der Funktionsfahigkeit der Niere. Danach wurde die Perfusion
mit Tyrode auf die Dauerperfusion mit Tyrode + Antagonist (niedrigste Konzentration, 1 nM,
erster Block) umgestellt. Nun wurde mindestens 5 Minuten gewartet und eine Testkaskade
appliziert. Ohne wieder auf Tyrode umzustellen, wurde die Dauerperfusion auf die nachst
héhere Konzentration umgestellt. Die Konzentrationen der Dauerperfusionen entnehme man
dem Inhalt der Blécke. Nach der letzten Dauerperfusion (10 uM) wurde die Niere mit Tyrode
ausgewaschen, und es wurde eine letzte Testkaskade appliziert. Jeder Block entspricht

mindestens 20 Minuten
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2.3 Materialien

Expr essi onsunt er suchungen

Al e zur RNA-Extraktion bendtigten Mterialien wurden von der

Firma Roth, Karlsruhe bezogen. Trizol, Agarose und Low Melting
Agarose wurden von der Firma Life Technol ogies bezogen. D e
Materialien zur reversen Transkription sowie das pGemT-

Vector-SystemKit zur Ligation wurden von der Firma Pronega,

Mannhei m bezogen. Das zur DNA-Vernehrung verwendete W zard™
Plus Mnipres DNA Purifikation System wurde ebenfalls von der

Firma Promega, Mannheim bezogen. Bei Eurogentec, Seraing,

Bel gi en, wur den die Mat eri al i en far di e Pol yner ase-

kettenreakti onen erworben. Die zur Transformation bendtigten
kompet ent en Zel |l en wur den von der Firma  Stratagene,

Hei del berg, bezogen. Das SOC- Medi um und Anpicillin wurden von
der Firma Sigma, Deisenhofen, X-Gl, |PTG und das LB-Medium
von G BCO Eggenstein, bezogen. D e Sequenzierung des DNA-

Fragments wurde durch das Institut fdar Physiol ogi sche Chem e

der Ruhr-Universitat Bochum durchgefihrt.

Unt er suchungen an der isolierten perfundierten N ere

Fur die Dauerperfusionen wiurden PPADS, NF023 und Suramn
verwendet (10°%10° M. PPADS und NF023 wrden von RBI,
Dei senhofen, wund Suramn von Alexis, Gunberg, bezogen. D e
Subst anzen fir die Bol usinjektionen wirden als 100 pl Boli in
eine Sammel schleife (mt |Injektionsventil) proximal der N ere
injiziert. Alle verwendeten Substanzen wurden téaglich frisch
aus einer Stanmm 6sung (10 nM tiefgefrorene Konzentrate) in
Tyrode hergestellt. Heparin, a,b-meATP und Angiotensin 11
wurden von Research Biochem cals, Deisenhofen, bezogen. ApsA
und ApsA wurden von Sigma, Deisenhofen, bezogen. Vor Gebrauch
von ApsA und ApsA wurden di ese Substanzen wi e durch Heidenreich
et al. (1995) Dbeschrieben wvon Schliuter und Mtarbeiter

auf gereini gt.
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2.4 Statistik

Die Effekte wurden als Perfusionsdruckdnderungen (in mm Hg)
registriert. Die Ergebnisse wirden als Mttelwerte = nmttlere
St andar dabwei chung (SEM = standard error nmean) dargestellt.
Statistische Anal ysen wurden mt dem Mann- Wit ney- Test
durchgefuhrt. Die unterschiedlichen |Inhibitionspotenzen und
Signi fikanzen wurden mt Hilfe des Kruskal -Wallis-Tests

ber echnet .



