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8.  

1. Zusammenfassung der Dissertation 
 
1.1. Abstrakt (englisch) 
 
Maintenance of the osmotic homeostasis by arginin-vasopressin (AVP) mediated 

antidiuresis requires the coordinated action of renal epithelial and vascular structures. In 

the thick ascending limb of the loop of Henle, AVP increases the transport activity of the 

Na+, K+, 2Cl- cotransporter (NKCC2), thereby enabling the generation of the osmotic 

gradient necessary for urine concentration. AVP also reduces renal medullary blood 

flow by causing vasoconstriction of glomerular arterioles and descending vasa recta in 

order to control the gradient. Locally produced epoxyeicosatrienoic acid (EET) 

regioisomers inhibit TAL transport activity and cause vasodilation of the renal 

microvasculature to counteract the effects of AVP. We hypothesized that AVP has a 

regulatory function in determining renal EET levels. To this end we used Brattleboro 

rats with central diabetes insipidus (DI) due to a hereditary loss-of-function mutation in 

the AVP-gene. Animals were treated for 3 days with the selective AVP type-2 receptor 

agonist desmopressin (dDAVP; 5ng/h) to study medullary EET levels by mass 

spectrometry-based lipidome analysis. Medullary gene expression was analyzed by an 

Affymetrix mRNA microarray. Treatment of DI rats with dDAVP resulted in the expected 

drop in urine flow along with increased NKCC2 mRNA (+130 ± 7 %, p<0,05) and protein 

(+70 ± 5%, p<0,05) levels. Regioisomers of EET were decreased (5,6-EET, -56 ± 3%; 

11,12-EET, -50 ± 3,4%; and 14,15-EET, -60 ± 3,7%; p<0,05). Calcium-independent 

group VIA phospholipase A2 (iPLA2), which reflects EET synthesis, was significantly 

reduced (mRNA, -30 ± 3; protein, -65 ± 7%; p<0,05), and soluble epoxide hydrolase 

(sEH), the primary EET-degrading enzyme, was increased (mRNA, +160 ± 37%; 

protein, +120 ± 26%; p<0,05). The presence of both enzymes in ADH-sensitive nephron 

segments was confirmed by immunolocalization studies. Functional relevance of 14,15-

EET for TAL transport activity was demonstrated in microperfusion studies of isolated 

murine TAL segments. Administration of 14,15-EET (1µmol/l) resulted in a significant 

reduction of transport activity as a function of ambient chloride concentration (-30% at 

147 mmol/l Cl, -70% at 30 mmol/l Cl). Furthermore, treatment of cultured rat TAL cells 

with selective iPLA2 inhibitor (S)-bromoenol lactone (S-BEL; 5µmol/l 1h) increased 

phosphorylation (+189 ± 6%, p<0,05) and membrane insertion of NKCC2. In sum, these 

results demonstrate an inhibitory effect of AVP on renal EET levels which may result 
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from their decreased synthesis and augmented degradation. Downregulation of iPLA2 

and activation of sEH may therefore contribute to ADH-mediated antidiuresis.  

 

 

1.2. Abstrakt (deutsch) 
 
Die Aktivierung der Harnkonzentrierung durch das antidiuretische Hormon (ADH) 

erfordert die Koordination renaler, epithelialer und vaskulärer Strukturen. Im dicken 

aufsteigenden Ast der Henle Schleife (TAL) stimuliert ADH die Transportaktivität des 

Na+, K+, 2Cl- Kotransporters (NKCC2). Dadurch wird in der Medulla der Aufbau eines 

osmotischen Gradienten im Interstitium ermöglicht, welcher die treibende Kraft für die 

anschließende Wasserresorption im Sammelrohr darstellt. ADH bewirkt weiterhin eine 

Vasokonstriktion der glomerulären Arteriolen und absteigenden Vasa recta. Die 

resultierende Reduktion des medullären Blutflusses verhindert ein Auswaschen des 

osmotischen Gradienten. Lokal generierte Regioisomere der Epoxyeicosatriensäure 

(EET) können antagonistische Effekte zu ADH entfalten, indem sie die 

Transportaktivität des TAL hemmen und eine Vasodilatation renaler Widerstandsgefäße 

auslösen. Hier wurde die Hypothese geprüft, dass ADH eine regulierende Funktion für 

die lokalen EET-Spiegel ausübt. Ratten mit hereditärem zentralen Diabetes insipidus 

(DI) wurden für 3 Tage mit dem ADH V2-Rezeptoranalog Desmopressin (dDAVP; 

5ng/h) behandelt. Die Messung medullärer EET-Gewebekonzentrationen erfolgte 

mittels Massenspektrometrie. Die medulläre Genexpression wurde durch Affymetrix 

mRNA-Microarray untersucht. Die Behandlung von DI-Ratten mit dDAVP führte zur 

Reduktion der Diurese. Gleichzeitig war die Expression von NKCC2 auf mRNA (+130 ± 

7 %, p<0,05) und Proteinebene (+70 ± 5%, p<0,05) erhöht. Die EET-

Gewebekonzentration war dagegen signifikant reduziert (5,6-EET: -56 ± 3%; 11,12-

EET: -50 ± 3,4%; 14,15-EET: -60 ± 3,7%; p<0,05). Die Microarray Analyse zeigte eine 

signifikante Reduktion der Kalzium-unabhängigen Phospholipase A2 Gruppe VIA 

(iPLA2). Dies konnte über Real time PCR (-30 ± 3%, p<0,05) und Western blot (-65 ± 

7%, p<0,05) bestätigt werden. Epoxidhydrolase (sEH), die den EET-Abbau katalysiert, 

war gesteigert (mRNA: +160 ± 37%, Protein: +120 ± 26%; p<0,05). Beide Enzyme 

wurden immunhistochemisch in ADH-sensitiven Nephronsegmenten lokalisiert. Der 

Einfluss von 14,15-EET auf die TAL-Transportaktivität wurde durch 

Mikroperfusionsstudien an isolierten TAL-Segmenten der Maus untersucht. Hier führte 
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die Behandlung mit 14,15-EET (1µmol/l, 30 min) zu einer signifikanten Reduktion der 

Transportaktivität in Abhängigkeit von der umgebenen Chloridkonzentration (-30% bei 

147 mmol/l Cl, -70% bei 30 mmol/l Cl). Eine selektive Inhibition von iPLA2 mit S-

Bromoenol Lacton (S-BEL; 5µmol/l 1h) in kultivierten medullären TAL-Zellen der Ratte 

führte zu einer Zunahme der aktivierenden Phosphorylierung von NKCC2 (+189 ± 6%, 

p<0,05) und bewirkte die Membraninsertion des Proteins. Zusammenfassend zeigen 

diese Befunde zum ersten Mal einen inhibitorischen Effekt von ADH auf die 

Gewebekonzentration von EET. Die Reduktion von EET ist dabei sowohl auf eine 

verminderte Synthese als auch auf einen vermehrten Abbau zurückzuführen. Die ADH-

abhängige Regulation von iPLA2 und sEH stellt damit einen neuen Mechanismus der 

ADH-induzierten Harnkonzentrierung dar. 

 

 

1.3. Einführung und Zielstellung  
 
Die Regulation der Harnkonzentrierung durch das antidiuretische Hormon (ADH) 

ermöglicht eine bedarfsgerechte Steuerung der renalen Wasserausscheidung und ist 

damit essentiell für die osmotische Homöostase des Körpers. Fehlregulationen im ADH-

Signalweg führen zu spezifischen Krankheitsbildern wie dem Syndrom der inadäquaten 

Antidiurese oder dem Diabetes insipidus (1,2) und sind an der Entstehung der 

arteriellen Hypertonie, dem kardiorenalen Syndrom und der diabetischen Nephropathie 

beteiligt (3,4,5,6).  

Strukturelle Grundlage für den Prozess der Harnkonzentrierung ist die enge räumliche 

und funktionelle Beziehung zwischen epithelialen und vaskulären Strukturen der 

renalen Medulla. Die Stimulation basolateraler, membranständiger V2R Rezeptoren in 

der dicken aufsteigenden Henle‘schen Schleife (TAL) bewirkt eine aktivierende 

Phosphorylierung des Na+, K+, 2Cl-  Kotransporters (NKCC2) und steigert damit den 

transepithelialen Salztransport (7). Die resultierende Akkumulation von NaCl im 

Interstitium der Medulla stellt die treibende Kraft für die Gegenstrommultiplikation von 

Osmolyten und der nachfolgenden medullären Wasserresorption durch das 

Sammelrohr dar (8,9). Gleichzeitig wird über vaskuläre Rezeptoren der medulläre 

Blutfluss durch Kontraktion der absteigenden Vasa recta reduziert, um ein Auswaschen 

des osmotischen Gradienten zu verhindern. Die Kombination aus aktiven, 

energieverbrauchenden Transportprozessen bei gleichzeitig reduzierter Durchblutung 
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führt zu einer physiologisch geringen Sauerstoffkonzentration im Nierenmark. Beteiligte 

Gewebe sind daher bei Hypoxie durch pathophysiologische Belastung gefährdet und 

können akut oder chronisch geschädigt werden (10,11). 

Mechanismen, die eine lokale Modulation der systemischen ADH-Signale und eine 

Koordination der unterschiedlichen ADH-Signalwege ermöglichen, werden daher 

intensiv erforscht. Von besonderem Interesse sind dabei lokal produzierte Eicosanoide 

wie Prostaglandin E2 (PGE2), 20-Hydroxeicosatetraensäure (20-HETE) und 

Epoxyeicosatriensäuren (EET) (12,13,14). Diese werden in einer Multienzymkaskade 

aus Arachidonsäure (AA) gebildet. Als geschwindigkeitsbestimmende 

Schrittmacherenzyme dieser Kaskade gelten Phospholipasen, welche die Freisetzung 

von AA aus Lipiden der Zellmembran katalysieren (15). Die freigesetzte AA wird im 

Anschluss durch verschiedene Oxygenasen kompetitiv in spezifische Eicosanoide 

metabolisiert (16). Der Abbau der Eicosanoide erfolgt entweder spontan oder wird 

ebenfalls enzymatisch reguliert (16,17). Die beteiligten Enzyme können dabei sowohl 

auf transkriptioneller als auch auf posttranslationaler Ebene reguliert werden. Aufgrund 

der Vielzahl der biologisch aktiven Metabolite und der an ihrer Produktion beteiligten 

Enzyme entstehen ausgesprochen komplexe Regelkreise, welche durch die isolierte 

Untersuchung einzelner Metabolite und Enzyme nur unzureichend verstanden sind.  

Ziele der vorliegenden Arbeit waren die Charakterisierung der ADH-abhängigen 

Regulation von Lipidmediatoren durch Massenspektroskopie-basierte Lipidomik und die 

Erfassung der an ihrer Bildung beteiligten Enzyme durch Microarray-basierte 

Genexpressionsanalyse (18,19). 

 

 

1.4. Methodik 
 
Tierversuche und Gewebeaufbereitung 

Zur Untersuchung ADH-vermittelter Effekte im TAL wurde ein etabliertes Rattenmodell 

(Diabetes insipidus [DI]-Ratten mit zentralem ADH Mangel) verwendet, dessen 

Zulassung durch die Tierversuchskommission des Landes Berlin (LaGeSo) genehmigt 

war (G006-02/05 und G0285/10). Adulte DI-Ratten, wurden für drei Tage mit dem ADH-

Analogon dDAVP (5ng/h) oder mit 0,9% NaCl via subkutan implantierter osmotischer 

Minipumpen (Alzet-minipump, Model 2001, Charles River) behandelt (20). Am Ende 

des Behandlungszeitraums wurden ein Teil der Tiere anästhesiert (intraperitoneale 
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Injektion mit Pentobarbital 0.06 mg/g Körpergewicht) und die Nieren mittels retrograder 

Perfusionsfixierung fixiert für die Proteinvisualisierung durch Immunfluoreszenz. Die 

retrograde Perfusionsfixierung erfolgte nach einem etablierten Protokoll, nach welchem 

ein Katheter in der abdominalen Aorta unterhalb der Nierenarterien fixiert wird und 

anschließend mit einem Druck von 230 cm H20 die Perfusion mit 3% Paraformaldehyd 

(PFA) erfolgt (21). Die Nieren wurden im Anschluss herauspräpariert, die Nierenkapsel 

wurde stumpf entfernt und das Gewebe anschließend für 24 Stunden bei 4°C in 

Sucrose-PBS Puffer belassen bevor es in Isopentan bei -80°C gelagert wurde. Die 

restlichen Tiere wurden mittels tiefer Narkose und Genickbruch getötet. Hierbei wurden 

die Nieren sofort herauspräpariert, in Cortex, innere- und äußere Medulla separiert und 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren.  

Weitere Nierengewebe stammten von auf gleiche Art PFA-perfundierten C57BL/6 und 

BALB/c Mäusen und Sprague Dawley (SD) Ratten (18,19,22). Humanes Nierengewebe 

wurde nach schriftlicher Einwilligung der Patienten aus dem Resektat einer 

Tumornephrektomie gewonnen und verwendet; dieses Gewebe wurde in 3% 

Paraformaldehyd immersionsfixiert (7). Zur Herstellung von Kryostatschnitten wurden 

alle Gewebe nach Immersion in Sucrose in Isopentan eingefroren und bei -26°C an 

einem Kryostat-Mikrotom (Leica CM3050 S, Wetzlar, Deutschland) mit einer Dicke von 

5µm geschnitten und auf Glasobjektträger aufgezogen.  

 

Direkte Eicosanoidmessung 

EET und andere ungesättigte Fettsäure-Derivate wurden über Flüssigchromatographie 

(Agilent 1200) mit Massenspektrometriekopplung (Agilent 6410) durch die Firma 

Lipidomix GmbH am Campus Berlin-Buch gemessen. Das Nierenmark der DI-Ratten 

wurde hierfür in einer Wasser-Methanol Suspension gelöst und bei pH 6 gepuffert. Die 

Lösung wurde in eine Bond-Elut-Certify-II-Feststoffextraktionssäule (Phenomenex, 

Torrance, USA) überführt und die erhaltenen Fettsäure-Derivate dann aufgereinigt.  

Vorrangig wurden hieraus Eicosanoide und Linolsäurederivate (Epoxyoctadeca-

Monoensäuren [EPOME] und Dihydroxyoctadecensäuren [DiHOME]) bestimmt, welche 

als etablierter Marker für die Enzymaktivität der sEH Verwendung finden (23). 

 

Microarray zur ADH-Wirkung an DI-Ratten 

Um neue Regulationsmechanismen der ADH-vermittelten Antidiurese zu identifizieren, 

wurde eine Microarray-Genexpressionsstudie an dDAVP-behandelten DI-Ratten 
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durchgeführt. mRNA aus Ratten-Nierenmark wurde mittels Quiagen RNeasy mini kit 

isoliert. cDNA und cRNA wurden nach dem Affymetrix Standardprotokoll hergestellt. Die 

Analyse wurde am Zentrum für Medizinische Forschung der Universität Mannheim 

mittels GenChip® Rat Genome 230 2.0 Array (Affymetrix, Santa Clara, USA) 

fertiggestellt. Die erhobenen Daten wurden in die Gene Expression Omnibus Database 

hochgeladen (GEO Zugangsnummer: GSE34225).  

 

real-time PCR und Western blot 

Zur Validierung der Microarray Daten wurden Real-time PCR und Western blot 

eingesetzt. Extrahierte RNA aus Rattenniere wurde mit dem cDNA Synthese Kit 

(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) über reverse Transkription in cDNA 

umgeschrieben. Quantitative TaqMan real-time PCR  wurde im 7500 fast real-time PCR 

System (Applied Biosystems) nach Herstelleranleitung durchgeführt. TaqMan Sonden 

wurden von Applied Biosystems (iPLA2: Rn.01485101, sEH: Mm.00514706, NKCC2: 

Rn.01504428, GAPDH: 4352338E) generiert (18,19), GAPDH mRNA Spiegel wurden 

parallel bestimmt und dienten als Beladungskontrolle. mRNA Spiegel wurden mithilfe 

der 2-ΔΔCT Methode berechnet. 

 

Antigen   Verdünnung  Hersteller   Seriennummer 
 
NKCC2   1:500   Ellison*  (2.1) 
phosphoNKCC2   1:5000  Pineda**  (pT2)  
β-Aktin   1:20000  Sigma   A 5441 
iPLA2     1:500   Sigma   HPA 001171 
sEH    1:500   Sigma   HPA 023094 

 Tabelle 1: Primärantikörper zur Proteinquantifizierung mittels Western blot 
Angegeben sind die verwendeten Primärantikörper für: Na+, K+, 2Cl- Kotransporter 
(NKCC2), phosphorylierter Na+, K+, 2Cl- Kotransporter (phosphoNKCC2), β-Aktin, Ca-
unabhängige Phospholipase A2 Typ VI A (iPLA2) und die lösliche Epoxidhydrolase 
(sEH) mit der eingesetzten Verdünnung im Western blot und den Seriennummern der 
Hersteller.* 2.1 Antikörper zur Detektion von NKCC2 wurde in Zusammenarbeit mit dem 
Labor von Prof. Ellison entwickelt und publiziert (23). ** pT2 Antikörper zur Detektion 
von phosphoNKCC2 wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Bachmann, in 
Zusammenarbeit mit Pineda Antikörper-Service (Berlin, Deutschland) entwickelt und 
publiziert (7).  
 

Proteindetektion und -quantifizierung mittels Western blot erfolgte nach dem 

laborinternen Standard. Unter konstanter Kühlung wurde das Gewebe zerkleinert und in 

Homogenisierungspuffer (250 mM Saccharose, 10 mM Triethanolamin, Complete 
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Protease Inhibitor Cocktail Tabl. (Roche, Mannheim)) gelöst. Das Zellhomogenat wurde 

mittels kurzer Ultraschallimpulse lysiert und die Zellkerne wurden bei 800g 

abzentrifugiert. Gel-Elektrophorese wurde in 10% SDS-Polyacrylamid Gel durchgeführt, 

anschließend erfolgte der Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran. 

Proteindetektion erfolgte mit den entsprechenden Primärantikörpern (siehe Tabelle 1) 

Densitometrische Auswertungen erfolgten mit der Alpha Imager Software (Cell 

Biosciences, Santa Clara, USA). Alle Ergebnisse wurden gegen β-Aktin normalisiert. 

 

Immunfluoreszenz 

Die Lokalisationsstudien für iPLA2 und sEH erfolgten mittels indirekter 

Immunfluoreszenz. Primärantikörper wurden in 5% entfettetem Milchpulver in PBS für 2 

Stunden auf den histologischen Präparaten belassen. Sekundärantikörper waren 

Carbocyanin (CY2) und Indocarbocyanin (CY3) gekoppelt. Alle Sekundärantikörper 

wurden von Jackson Research Labs (West Grove, USA) erworben und in einer 

Verdünnung von 1:250 verwendet. Bei der Doppelimmunfärbung wurden zwei 

Primärantikörper unterschiedlicher Wirtsspezies und zwei Sekundärantikörper 

verwendet. Die verwendeten Primärantikörper sind in der Tabelle 2 aufgeführt.  

 

Antigen   Verdünnung  Hersteller    Seriennummer 
 
NKCC2    1:2000  Ellison*  (2.1) 
phsophoNKCC2    1:5000  Pineda**  (pT2) 
NCC    1:100   Ellison*** 
AQP2    1:100   Santa Cruz  SC 9882 
COX2    1:200   Santa Cruz  SC 1746 
Calbindin   1:1000  Santa Cruz  SC 9848 
iPLA2    1:50   Sigma   HPA 001171 
sEH    1:50   Sigma   HPA 023094 

 Tabelle 2: Primärantikörper zur Proteindetektion mittels Immunfluoreszenz 
Angegeben sind die verwendeten Primärantikörper für: Na+, K+, 2Cl- Kotransporter 
(NKCC2), phosphorylierter Na+, K+, 2Cl- Kotransporter (phosphoNKCC2), Na-Cl-
Kotransporter (NCC), Aquaporin-2 (AQP2), Cyclooxygenase-2 (COX2), Calbindin, Ca-
unabhängige Phospholipase A2 Typ VI A (iPLA2) und die lösliche Epoxidhydrolase 
(sEH), die eingesetzten Verdünnungen in der Immunhistochemie und die 
Seriennummern der Hersteller. * 2.1 Antikörper zur Detektion von NKCC2 wurde in 
Zusammenarbeit mit dem Labor von Prof. Ellison entwickelt und publiziert (23). ** pT2 
Antikörper zur Detektion von phosphoNKCC2 wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. 
Bachmann, in Zusammenarbeit mit Pineda Antikörper-Service (Berlin, Deutschland) 
entwickelt und publiziert (7). *** Antikörper zur Detektion von NCC wurde in 
Zusammenarbeit mit dem Labor von Prof. Ellison entwickelt und publiziert (22,25). 
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Zellnuklei wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) 

markiert. Auswertung der Immundoppelmarkierung erfolgte konfokal am Zeiss LSM 

Exciter confocal microscope und der ZEN 2008 Software (Carl Zeiss, Jena) (18,19,22). 

 

Zellkulturversuche 

Ein bereits etabliertes Zellmodell mit immortalisierten Zellen aus den medullären 

Anteilen der dicken aufsteigenden Henle’schen Schleife (mTAL), wurde für unsere 

Versuche benutzt. Eine detaillierte Beschreibung erfolgte durch Ferreri et al. Die mTAL-

Zellen exprimieren das TAL-spezifische Tamm-Horsfall Glykoprotein und den 

Bumetanid sensitiven NKCC2 (26). Eine Stimulation der mTAL-Zellen mit ADH führte zu 

einer signifikanten Steigerung der Phosphorylierung von NKCC2.  

Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 bis zur Konfluenz in Petrischalen und zur 

Mikroskopie auf Aminosilan beschichteten Glasscheiben belassen und mit Renal 

Epithelial Growth Cell Medium (PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland) inkubiert. 

Das verwendete Medium wurde 48-stündlich erneuert. Die mTAL Zellen wurden mit 

dem iPLA2 spezifischen Inhibitor, dem S-Enantiomer des Bromoenol Lacton (S-BEL) 

(CAS 478288-94-7, Cayman Chemicals) in einer Konzentration von 5µmol/l für eine 

Stunde behandelt (18). Kontrollen wurden mit dem Lösungsmittel Dimethylsulfoxid 

(DMSO) behandelt.  

Zur Proteinextraktion wurden die geernteten Zellen unter Kühlung in Triethanolamin-

haltigem Homogenisierungspuffer homogenisiert und unter der Anwendung von 

Ultraschall lysiert. Das weitere Prozedere erfolgte analog zum Western blot Protokoll.  

Die Lokalisation des NKCC2 bzw. des phosphorylierten NKCC2 (phosphoNKCC2) 

wurde mittels Immunfluoreszenz bestimmt. Hierfür wurden die auf Glas gewachsenen 

mTAL Zellen in 3% PFA fixiert. Das Standardprotokoll für Immunfluoreszenz wurde 

angewandt.  

 

Mikroperfusionsstudien an isolierten TAL-Segmenten der Maus  

Um einen funktionellen Nachweis zwischen lokaler EET und der Transportaktivität im 

TAL zu liefern, kooperierten wir mit der Arbeitsgruppe von Prof. M. Bleich am Kiel 

Marine Science der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel. Kortikale TAL Segmente 

von C57/BL6 Mäusen wurden präpariert und in 1 µmol/l 14,15-EET (Cayman 

Chemicals, Ann Arbor, USA), 1µmol/l 14,15-Dihydroxyeicosatriensäuren (DHET) 

(Cayman Chemicals) oder dem Lösungsmittel Ethanol für 30 Minuten belassen. Die 
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Tubuli wurden in eine doppelläufige Perfusionspipette eingespannt und isoliert 

perfundiert. Über den einen Schenkel wurde das transepitheliale Potential gegenüber 

dem Umgebungsmedium gemessen und über den zweiten Schenkel ein definierter 

Strompuls appliziert. Hieraus wurde der transepitheliale Widerstand berechnet 

während, die Chloridkonzentration im Medium zuerst basolateral und dann luminal 

reduziert wurde (19,27). Eine Veränderung im transepithelialen Widerstand spiegelt 

eine veränderte Transportkapazität durch NKCC2 wieder (19,28). 

 

 

1.5. Ergebnisse 
 
dDAVP Behandlung in DI-Ratten  

Zur Untersuchung metabolisch aktiver Fettsäuremetabolite und deren Synthese und 

Abbau bestimmender Enzyme wurden DI-Ratten für drei Tage mit dem ADH-Analogon 

dDAVP behandelt. Erwartungsgemäß war hierdurch die Urinmenge der Tiere signifikant 

reduziert (-94 ± 24 %, p < 0.05). Zudem kam es zu einer Verringerung der 

Plasmaosmolarität, einer gesteigerten Urinosmolarität, sowie zu einem Anstieg der 

Kreatininclearance (10). Gleichzeitig konnte eine signifikante Zunahme sowohl an 

NKCC2 mRNA (+70 ± 5%, p < 0.05) als auch an NKCC2 Proteingehalt (+130 ± 7%, p < 

0.05) detektiert werden (18). Des Weiteren konnte ein signifikanter Anstieg von 

phosphoNKCC2, welches die transportaktive Form des NKCC2 darstellt (7), im Western 

blot der äuβeren Medulla gezeigt werden (+130 ± 32%, p < 0.05) (18). Diese 

Ergebnisse verdeutlichen, dass es unter dDAVP-Gabe zu einer Natriumretention im 

TAL und, als Folge, zur Antidiurese im Tiermodell kam. Dieses zuvor schon validierte 

Modell eignete sich dementsprechend für die Untersuchungen zur ADH-abhängigen 

Regulation aktiver Fettsäuremetabolite bei der Harnkonzentrierung (29). 

 

Massenspektrometrie ungesättigter Fettsäuren unter dDAVP Therapie 

DDAVP Gabe in DI-Ratten führte zu einem signifikanten Abfall der Spiegel von 5,6-EET 

(12.8 ± 3.2 ng/g vs. 35.7 ± 9.5 ng/g, p < 0.05), 11,12-EET (16.7 ± 3.3 ng/g vs. 38.4 ± 9.7 

ng/g, p < 0.05) und 14,15-EET (11.2 ± 3 ng/g vs. 34.7 ± 9.2 ng/g, p < 0.05) im 

Nierenmark (19). Die Reduktion der 8,9-EET Spiegel war nicht siginifikant (17.4 ± 4 

ng/g vs. 44 ± 13.7 ng/g, p = 0.08) (19). Die Spiegel der Linolsäurederivate waren 

ebenfalls reduziert (9,10-EPOME: 69 ± 14 ng/g vs. 254 ± 60 ng/g; 12,13-EPOME: 36 ± 
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11 ng/g vs. 166 ± 44 ng/g; p < 0.05) (19). Ihre Abbauprodukte waren nicht signifikant 

verändert (9,10-DIHOME: 52 ± 8.8 ng/g vs. 47 ± 8.7 ng/g, p = 0.7; 12,13-DIHOME: 85 ± 

25 ng/g vs. 56 ± 14 ng/g; p = 0.4) (19). Das Verhältnis zwischen DIHOMEs und 

EPOMEs war sowohl für 9,10 DIHOME / 9,10 EPOME (0.85 vs. 0.23; p < 0.05), als 

auch für 12,13 DIHOME / 12,13 EPOME (2.54 vs. 0.43; p < 0.05) in den DI-Ratten nach 

dDAVP-Gabe erhöht (19). Es kommt also zu einem aktiven Abbau der renalen EET und 

EPOME unter dDAVP-Gabe, vermutlich auf Grund einer Aktivierung der sEH (19,30). 

Erwartungsgemäß waren PGE2 Spiegel erhöht, während Thromboxan und 20-HETE 

nicht nachgewiesen werden konnten (19).  

 

Microarray Daten 

Die Genexpressionsanalyse der 3 Tage lang mit dDAVP behandelten DI-Ratten 

verdeutlichte, dass eine Vielzahl an Enzymen des Fettsäurestoffwechsels durch ADH 

reguliert werden. mRNA-Mengen diverser Phospholipasen waren unter dem Einfluss 

von dDAVP reguliert; so war die Phospholipase A2 Gruppe IVA (cPLA2) heraufreguliert 

und die Kalzium-unabhängige Phospholipase A2 Gruppe VIA (iPLA2) herabreguliert 

(18). Die an der EET Synthese beteiligten Cytochrom P450 (CYP) Monooxygenasen 

waren nicht verändert (19). sEH und Cyclooxygenase 2 (COX2) mRNA-Mengen waren 

signifikant gesteigert (siehe Tabelle 3) (19). 

 

Gen        x-fache Expression p-Wert 
 
Phospholipase A2 Gruppe IV A     1,98   < 0.05 
Kalzium-unabhängige Phospholipase A2 Typ VIA  0,77   < 0.05 
Cytochrom P450 Familie 2, Unterfamilie c, Isoenzym 11 1,3   0,68 
Cytochrom P450 Familie 2, Unterfamilie c, Isoenzym 23 0,97   0,52 
Cytochrom P450 Familie 2, Unterfamilie j, Isoenzym 3 0,99   0,8 
Cytochrom P450 Familie 2, Unterfamilie j, Isoenzym 4 0,78   < 0.05 
Cyclooxygenase 2        2,2   < 0.05 
Lösliche Epoxidhydrolase       2,45   < 0.05  

 Tabelle 3: Microarray Daten diverser Enzyme aus dem Fettsäuremetabolismus  
Angegeben sind Veränderungen der mRNA-Mengen von Enzymen des 
Fettsäuremetabolismus nach dDAVP-Gabe in DI-Ratten, ausgedrückt als das x-fache 
der Kontrolltiere.  
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iPLA2 und sEH unter dem Einfluss von dDAVP 

Im Western blot wurde eine Reduktion der iPLA2 (-65 ± 7%, p < 0.05) und eine 

Zunahme der sEH (+120 ± 26%, p < 0.05) im Vergleich zu den Kontrolltieren 

nachgewiesen (18,19). In Einklang mit diesen Ergebnissen waren in den dDAVP 

behandelten Tieren die iPLA2 mRNA Konzentration reduziert (-30 ± 3%, p < 0.05) und 

die sEH mRNA Konzentration gesteigert (+160 ± 37%, p < 0.05) (18,19). 

 

Lokalisation der iPLA2 

Western blot Analysen an homogenisierten Nieren von Sprague-Dawley Ratten zeigten 

immunreaktive iPLA2-Produkte vorrangig bei 70 kDa neben weiteren Banden bei 85, 

63, 52 und 48 kDa (18).  Bei Trennung von Mark und Rinde waren die 70 kDa Isoform 

dabei vorrangig in der äuβeren Medulla und die 85 kDa Isoform hauptsächlich in der 

inneren Medulla nachweisbar (18). In den kortikalen Anteilen war nur ein schwaches 

iPLA2 Signal nachweisbar (18).  

Das zelluläre Verteilungsmuster der iPLA2 wurde mittels Immunfluoreszenz in Nieren 

von Mensch, Maus und Ratte weiter untersucht. Es zeigte sich ein vorrangig 

zytoplasmatisches Verteilungsmuster distal in den Henle’schen Schleifen der äuβeren 

Medulla (18). Zellen des proximalen Tubus und Endothelzellen zeigten kein iPLA2 

Signal (18). Eine Doppelimmunfärbung mit dem TAL-spezifischen Transporter NKCC2 

belegte die Expression der iPLA2 im medullären und kortikalen TAL mit Ausnahme der 

Macula densa (MD) (18). Weiter wurde in der Pars convoluta des distalen Tubulus 

(DCT) die Kolokalisation von iPLA2 mit dem Thiazid-sensitivem Natrium Chlorid 

Kotransporter (NCC) nachgewiesen (18). Das Kalziumtransportprotein Calbindin, 

welches im DCT-2, Verbindungstubulus (CNT) und frühen Sammelrohr (CD) lokalisiert 

ist, lieβ sich mit anti-iPLA2 ebenfalls doppelmarkieren; die Schaltzellen waren hiervon 

ausgenommen (18).  

Die Spezifität des iPLA2 Antikörpers wurde im Western blot im Gewebe von iPLA2 

knockout- Mäusen bestätigt (18). 

 

Lokalisation der sEH 

Western blot Analysen an präparierten Nieren von Sprague-Dawley Ratten zeigte eine 

dominante Bande der sEH bei ca. 63 kDa, welche im Nierenkortex, der äußeren- und 

der inneren Medulla nachweisbar war (19). Vergleichend wies die innere Medulla ein 
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stärkeres Signal auf, wobei nur hier auch zwei weitere Banden bei 50 kDa und 48 kDa 

gezeigt werden konnten (19). Immunhistochemisch konnte in der Rattenniere die 

Verteilung der sEH in allen Nierenzonen nachgewiesen werden (19). Proximale und 

distale Nephronsegmente waren gefärbt (19). Doppelmarkierungen mit anti-Aquaporin 2 

(AQP2) und anti-COX2 zeigten die Lokalisation von sEH in kortikalen 

Sammelrohrhauptzellen und in der MD (19). NKCC2-positive TAL und NCC-positive 

DCT Abschnitte wiesen kein sEH Signal auf (19). In der inneren Medulla, in der im 

Western blot das stärkste sEH Signal erschien, waren sowohl CD als auch dünne ab- 

und aufsteigende Schenkel der Henle Schleife sEH positiv (19). Ähnliche 

Verteilungsmuster konnten in humanem Nierengewebe gezeigt werden (19).  

 

iPLA2 Inhibition im mTAL Zellkulturmodell 

Die physiologische Relevanz einer modifizierten Eicosanoidsynthese wurde an einem 

mTAL-Zellkulturmodel weiter untersucht. mTAL Zellen wurden mit einem spezifischen 

Hemmstoff der iPLA2, dem S-BEL behandelt (5µmol/l, 1 Stunde) und die NKCC2 und 

phosphoNKCC2 Proteinspiegel quantifiziert. Die resultierende Inhibition der iPLA2-

abhängigen Arachidonsäurefreisetzung führte im Zellmodell zu einem statistisch 

signifikanten Anstieg von phosphoNKCC2 (+189 ± 6%, p < 0.05) bei unverändertem 

NKCC2 (18). Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dass es unter der 

Behandlung mit S-BEL zu einer Verschiebung des phosphoNKCC2 Signals vom 

Zytosol in Richtung auf die Zellmembran kam (18).  

 

14,15-EET vermittelte TAL-Transportkapazität isolierter Tubuli 

Isolierte Tubuli wurden mit 14,15-EET und dem physiologisch inaktiven 14,15-DHET 

behandelt, um einen direkten Zusammenhang zwischen lokaler Eicosanoidwirkung und 

TAL Transportkapazität zu untersuchen. Diese ist maßgeblich von der 

Phosphorylierung und damit der Membraninsertion von NKCC2 abhängig und durch die 

luminale Chloridkonzentration begrenzt (31,32). Der gemessene Kurzschlussstrom (I’sc) 

in µA/cm2 dient hierbei als Parameter für Transportaktivität und wurde bei 30 mmol/l Cl, 

entsprechend dem EC50 von NKCC2 sowie bei 147 mmol/l Cl untersucht, um die 

maximale Transportkapazität des Transporters zu erfassen. Eine 30-minütige 

Behandlung mit 14,15-EET resultierte in einer Reduktion des I’sc  auf 70% bei 147 

mmol/l Cl, und auf 30% bei 30 mmol/l Cl im Vergleich zu unbehandelten Tubuli (19). Mit 

dem metabolisch inaktiven 14,15-DHET trat keine Änderung im I’sc ein (19).  
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Diese Daten belegen eine funktionelle Verbindung zwischen dem antidiuretischem 

Hormon und den Eicosanoid auf- und abbauenden Enzymen iPLA2 und sEH; ADH 

erniedrigt somit über ihre Steuerung die medullären Eicosanoidspiegel (18,19).  

 

 

1.6. Diskussion 
 
Die Konservierung von freiem Wasser durch die ADH-vermittelte Produktion eines 

konzentrierten Urins gehört zu den essentiellen Aufgaben der Niere und erfordert eine 

enge Koordination epithelialer und vaskulärer Strukturen. Die Mechanismen und 

Mediatoren, die diese Koordination vermitteln sind bisher nur unvollständig verstanden. 

Ergebnisse früherer Studien zeigten jedoch, dass lokal produzierte Eicosanoide wie 

PGE2, 20-HETE und EET-Regioisomere die Transportprozesse in zentralen ADH-

Zielstrukturen wie TAL, CNT und CD beeinflussen (12,13,14) und dadurch die Effekte 

der systemischen ADH-Signale modulieren können. Die Bedeutung dieser lokalen 

Modulation ist bisher nur unzureichend verstanden. Ziel der vorliegenden Arbeit war, 

die Mechanismen der ADH-abhängigen Regulation des Eicosanoidmetabolismus in der 

renalen Medulla systematisch zu untersuchen. 

Bisherige Arbeiten zur Eicosanoidsynthese im Kontext des renalen 

Konzentrierungsmechanismus waren vorrangig auf COX2-abhängig gebildete 

Prostaglandine fokussiert (33). Auch die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie 

zeigen erhöhte Gewebekonzentrationen von PGE2 und eine stimulierte Genexpression 

von COX2 in der Medulla der dDAVP-behandelten Tiere und bestätigen damit die 

Ergebnisse früherer Studien (34,35). Zusätzlich konnten signifikant verringerte Spiegel 

der EET-Regioisomere unter dDAVP-Stimulation im Nierenmarksgewebe gezeigt 

werden, während deren metabolisch inaktive Abbauprodukte, DHET, vermehrt 

nachweisbar waren (19). Unsere Microarray-Genexpressionsanalyse zeigte passend 

dazu eine reduzierte Expression von iPLA2 und eine gesteigerte Expression des EET-

abbauenden Enzyms sEH und damit Evidenz für eine koordinierte Regulation von 

Schrittmacherenzymen des EET-Stoffwechsels (18,19).  

Die physiologischen Effekte von EET im Herz-Kreislauf-System und in der Niere sind 

gut untersucht (36). So bewirken sie in ihrer Funktion als endothelial derived 

hyperpolarizing factor eine Vasodilatation von Widerstandsgefäßen (37). In der Niere 

fungieren 11,12- und 14,15-EET zudem als potente Inhibitoren des epithelialen 
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Natriumkanals (ENaC) im CNT und CD und bewirken damit eine Salurese (38,39). Die 

Kombination dieser Effekte führt zu einer kräftigen Blutdrucksenkung und hat damit 

antagonistische Effekte zum ADH (40).  

Im Gegensatz zu den Effekten im CNT und CD sind die Auswirkungen von EET auf die 

Transportaktivität des TAL weniger gut belegt. He et al. konnten in kultivierten murinen 

MD-Zellen einen inhibitorischen Effekt von 14,15 EET auf die NKCC2-Transportaktivität 

nachweisen (41). In Übereinstimmung mit dieser Arbeit zeigen unsere 

Mikroperfusionsstudien an isolierten murinen TAL-Segmenten einen inhibitorischen 

Effekt von 14,15-EET auf die Transportaktivität von NKCC2, während 14,15-DHET, das 

sEH-abhängig gebildete Abbauprodukt von 14,15-EET, keinen Effekt hatte (19). Im 

Gegensatz zu den hier dargestellten Ergebnissen konnten Grider et al. keinen Effekt 

von 5,6-EET auf die Transportaktivität von isolierten Ratten-TAL-Segmenten zeigen 

(42); hier war jedoch die verwendete Dosis von 5,6-EET deutlich geringer als die von 

uns massenspektrometrisch erfassten Gewebskonzentrationen in den DI-Ratten. Der 

fehlende Effekt mag daher auf einem Dosisproblem beruhen. Zusammenfassend 

zeigen die Mikroperfusionsstudien eine inhibitorische Wirkung von EET auf die 

Transportaktivität im TAL und legen damit einen funktionellen Antagonismus zwischen 

EET und ADH nahe. 

Die primär geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme im Syntheseweg aller Eicosanoide 

sind Phospholipasen, welche die hydrolytische Freisetzung von AA aus 

Membranphospholipiden katalysieren. Die Microarray-Analyse von über 30 bekannten 

Phospholipasen zeigte eine signifikante Steigerung der Abundanz von cPLA2 mRNA. 

Studien von Downey et al. charakterisieren die cPLA2 als Schlüsselenzym im PGE2 

Metabolismus (43). Da die Bedeutung von COX-2 und PGE2 für den Prozess der 

Harnkonzentrierung bereits umfassend belegt ist, wurde dieser Punkt in der Arbeit nicht 

weiter vertieft (43).  

Bisher nicht beschrieben war dagegen der inhibitorische Effekt von dDAVP auf die 

Expression von iPLA2. Die Lokalisation von iPLA2 und die Regulation durch dDAVP 

wurde daher weiter mittels TaqMan real-time PCR, Western Blot und Immunlokalisation 

untersucht (18). In der Rattenniere konnten wir dabei ein ADH-abhängig reguliertes 70 

kDa großes Hauptisoenzym nachweisen (18,44). Das Verteilungsmuster der iPLA2 in 

der Niere von Mensch, Maus und Ratte betraf das distale Nephron und die 

Sammelrohre; dies stellt einen neuartigen Befund dar (18). Die zuvor beschriebene 

COX2 abhängige Prostaglandinsynthese in der MD scheint - vom betroffenen Zelltyp 
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her - anhand dieser Daten als iPLA2 unabhängig (18). Eine weitere Arbeit berichtet von 

einer Expression der iPLA2 im proximalen Tubulus des Kaninchens, doch konnten wir 

dies immunhistochemisch nicht bestätigen, möglicherweise aufgrund einer quantitativen 

Problematik (45). 

Zur Bestätigung der funktionellen Relevanz von iPLA2 für die NKCC2-Transportaktivität 

wurden Zellkulturstudien mit dem selektiven iPLA2-Inhibitor S-BEL durchgeführt. Hier 

zeigten sich eine gesteigerte Proteinbiosynthese, Phosphorylierung und 

Membraninsertion von NKCC2 nach Inkubation der Zellen mit dem Inhibitor (18).  

Mehrere Studien von Gimenez et al. und aus dem Labor von S. Bachmann haben 

gezeigt, dass Mechanismen, welche mit einer vermehrten Phosphorylierung von 

NKCC2 einhergehen, auch die NKCC2 Transportaktivität steigern (7,31,46). Die 

Zellkulturstudien belegen eine inhibitorische Wirkung von iPLA2 auf den TAL-Transport. 

Ein Zusammenhang zwischen iPLA2 und dem Transport im TAL wurde zuvor im 

Kontext der Dopamin-vermittelten Salurese beschrieben (47). Interessanterweise 

konnten Zhang et al. zeigen, dass die blutdrucksenkenden und saluretischen Effekte 

von Dopamin in der Niere durch EET vermittelt werden (48).  

Zusammenfassend zeigen diese Studien eine inhibitorische Wirkung von iPLA2 auf die 

Transportaktivität von NKCC2 (18). Eine verminderte iPLA2-Enzymaktivität in den 

dDAVP-behandelten Tieren führt daher vermutlich zu einer Aktivierung von NKCC2 und 

unterstützt damit die Harnkonzentrierung. 

Die Oxidation von AA zu 5,6-, 8,9-, 11,12- und 14,15-EET wird durch CYP 

Monooxygenasen katalysiert (49,50). Diverse CYP Isoformen (CYP 2C11, 2C23, SJ3 

und SJ4) wurden im Kontext der renalen EET Synthese beschrieben (50,51). In Ratten 

gilt die CYP SC23 als die wichtigste Monooxygenase im renalen EET Metabolismus 

(52). Basierend auf den Ergebnissen des Microarray wurden CYP Monooxygenasen 

nur marginal durch ADH reguliert (19). Sie sind daher in diesem Zusammenhang eher 

nicht limitierend in der Regulation der lokalen EET Spiegel und wurden 

dementsprechend in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.  

Der Abbau der EET erfolgt entweder über die Beta-Oxidation oder, quantitativ 

relevanter, enzymatisch durch sEH-vermittelte Hydrolyse (53). Die bei der Hydrolyse 

entstehenden DHET sind im Vergleich zu ihren Ausgangssubstanzen biologisch 

deutlich weniger aktiv (54). Gleichzeitig sind sie durch die hydrophile Modifikation 

deutlich besser wasserlöslich und werden dadurch mit dem Blutstrom aus der Medulla 
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entfernt (55). Dementsprechend wird die Aktivität von sEH als Hauptdeterminante der 

EET-Bioverfügbarkeit gewertet (53).   

Lokalisationsstudien zur intrarenalen sEH Verteilung haben in der Literatur 

unterschiedliche Ergebnisse produziert. So haben Weiss et al. an humanem 

Nierengewebe die sEH vorrangig in afferenten Arteriolen nachgewiesen und eine 

Regulation des renalen Blutflusses durch EET sowie einen Einfluss auf Blutdruck und 

Salzhomöostase über juxtaglomeruläre Regulation vermutet (56). Fleming et al. 

hingegen konnten an murinem Gewebe die sEH vorrangig in den distalen 

Tubulusepithelien nachweisen, während Gefäßendothelien keine sEH aufwiesen (57). 

Beide Arbeitsgruppen haben jedoch bei den Lokalisationsstudien auf 

Doppelmarkierungen mit distal-tubulären Zielstrukturen verzichtet. Mit dieser Methode 

konnten wir die sEH dezidiert in dünnen absteigenden und aufsteigenden Schenkeln 

der Henle Schleife, in der MD und im CD, nicht jedoch im TAL von murinem und 

humanem Nierengewebe nachweisen (19). Durch den anatomischen Aufbau der 

äußeren Medulla der Säugetierniere besteht jedoch eine enge räumliche Beziehung 

zwischen TAL und CD-Profilen (58,59). Eine ADH-abhängig vermehrte Expression von 

sEH im CD kann daher die EET-Gewebekonzentration lokal absenken und damit die 

inhibitorische Wirkung der EET auf die Transportaktivität des TAL reduzieren (19). 

Weitere Studien sind notwendig, um diese Hypothese zu bestätigen. 

 

Zusammenfassend konnte in den vorliegenden Arbeiten erstmalig eine ADH-vermittelte 

Reduktion der renalen EET-Gewebekonzentration und die funktionelle Bedeutung von 

EET für den renalen Konzentrierungsmechanismus beschrieben werden (19). Weiterhin 

konnten die für die Reduktion der EET-Spiegel relevanten Enzyme identifiziert werden 

(18,19). Diese Studien erweitern damit grundlegend unser Verständnis der 

Mechanismen der ADH-induzierten Harnkonzentrierung (18,19).  
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4.2. Group VIA phospholipase A2 is a target for vasopressin signaling in the thick 
ascending 
limb
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4.3. The calcineurin inhibitor tacrolimus activates the renal sodium chloride 
cotransporter to cause hypertension 
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