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4. Ergebnisse

4 1 Plazenta

4.1.1 Umsatzversuch Plazenta-Homogenat mit Zusatz von gesattigten
Fettsauren und ungesattigten Fettsauren
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Abb. 4.1.1:
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Umsatzversuch Plazenta-Homogenat mit Zusatz von gesattigten Fettsauren (Palmitinsaure
C16, Stearinsaure C18) und ungeséttigten Fettsduren (Olsaure C18:1, Linolsiure C18:2),
jeweils als freie Fettsauren und als Na'-Salze.

Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
* =p< 0,05, ** = p< 0,005 bezogen auf Kontrolle. Konzentration der Fettsauren 5*10™* molll,
Corticosteron-Konzentration 2*10”" mol/l, Proteinkonzentration 20 pg/600 pl, Inkubationszeit 60
min., jeder Versuch n=3.

Die Umsatzversuche mit Plazenta-Homogenat unter Zugabe von gesattigten
und ungesattigten Fettsauren ermittelten im Vergleich zur Kontrolle ohne Zusatz
von Fettsauren eine signifikant erhdhte Konversionsrate von Corticosteron zu
11-DHC in den Versuchen mit freier Palmitinsaure (+81%, p< 0.005) und
Palmitinsaure-Na* (+82%, p< 0,005) in fast identischem AusmaR.
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In geringerem Male erhdht auch die Zugabe von Stearinsaure die Konversions-
rate mit einem Uberwiegen der freien Fettsaure (+62%, p< 0,005) gegeniiber
dem entsprechenden Na-Salz (+29%, p< 0,05).

Freie Olsdure und freie Linolsaure steigern den Umsatz ebenfalls, wobei die
steigernde Wirkung von freier Olséure (+71%, p< 0,005) ausgepragter als die
von freier Linolsaure (+25%, p< 0,095) ist.

Die Na*-Salze von Olsdure und Linolsdure bewirken eine signifikante Vermin-
derung der Konversionsrate mit einer deutlicheren Hemmwirkung von Linol-
saure-Na* (-92%, p< 0,005) im Vergleich zu Olséure-Na* (-2%).

4.1.2 Hemmversuch Plazenta-Homogenat mit Zusatz von Phosphatidylglycerol
in verschiedenen Konzentrationen.
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Abb. 4.1.2: Hemmversuch Plazenta-Homogenat mit Zusatz von Phosphatidylglycerol (PG) in
verschiedenen Konzentrationen.
Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
Corticosteron-Konzentration 1*10® mol/l, Proteinkonzentration 20 Mg/600 ul,
Inkubationszeit 20 min., jeder Versuch n=3.

Die Hemmkinetik von Plazenta-Homogenat mit Zusatz von PG zeigte im Ver-
gleich zur Kontrollprobe ohne PG eine konzentrationsabhangige Hemmung mit
einem ICs0 von ca. 4*10™ mol/l.
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4.1.3 Hemmversuch Plazenta-Homogenat mit Zusatz von Phosphatidyl-
glycerol in Abhangigkeit der Zeit
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Abb. 4.1.3: Hemmversuch Plazenta-Homogenat mit Zusatz von Phosphatidylglycerol (PG) in Abhangigkeit
der Zeit.
Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
Konzentration Phosphatidylglycerol 5*10"° mol/l, Corticosteron-Konzentration 1*10® mol/l,
Proteinkonzentration 20 pg/600 pl, jeder Versuch n=3.

Der zeitabhangige Hemmversuch mit Plazenta-Homogenat und PG zeigt im
Vergleich zu den Versuchen ohne Zugabe von PG eine Hemmwirkung, die sich
erst nach Ablauf von ca. 30 Minuten einstellt.
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4.1.4 Hemmversuch Plazenta-Homogenat mit Zusatz von Phosphatidylglycerol,
Linolsdure-Na®, Stearinsdure-Na* und EDTA bzw. Mercaptoethanol
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Abb. 4.1.4: Hemmversuch Plazenta-Homogenat mit Zusatz von Phosphatidylglycerol (PG), Linolsdure-Na®,
Stearinsaure-Na* und EDTA bzw. Mercaptoethanol (Merc).
Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
* =p< 0,05, ** = p< 0,005 bezogen auf Kontrolle. Konzentration der Lipide 5*10° molll,
Corticosteron-Konzentration 2*107 mol/l, Proteinkonzentration 20 ug/600 pl,
Inkubationszeit 60 min., jeder Versuch n=3.

Die Umsatzversuche von Plazenta-Homogenat mit Zusatz von EDTA, Mer-
captoethanol bzw. beider Substanzen in der Konzentration von je 1*10° mol/l
ermittelten keine signifikanten Anderungen der Konversionsrate im Vergleich
zur Kontrollprobe, der weder EDTA noch Mercaptoethanol zugesetzt war.

Bei Zugabe von PG in der Konzentration von 5*107 stellte sich eine starke
Hemmung ein (-76%, p< 0,05), die deutlich geringer in den Proben ausfiel,
denen zusatzlich EDTA (-40%, p< 0,05) bzw. EDTA und Mercaptoethanol
(-31%, p< 0,05) zugefugt war. Mercaptoethanol als alleiniger Zusatz zu PG
hatte hingegen keine Verringerung der Hemmwirkung (-82%, p< 0,05) zur
Folge.

Die entsprechenden Versuche mit Linolsaure als Hemmstoff zeigten alle die
deutliche Hemmwirkung der Fettsaure (-74%, p< 0,005), jedoch ohne eine
signifikante Abweichung in den Proben, denen EDTA (-70%) bzw. Mercapto-
ethanol (-73%) oder beide Substanzen (-69%) zugefugt war.

Bei Zugabe von Stearinsaure liegt die Konversionsrate im Bereich der
Referenzprobe, der Zusatz von Mercaptoethanol (+4%), EDTA (+14%) bzw.
beider Substanzen (+11%) zeigt einen leichten Anstieg der Umsatze, die aber
noch im Rahmen der natirlichen Streubreite gesehen werden kdnnen.
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4.1.5 Hemmversuch Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von Phosphatidylglycerol in
verschiedenen Konzentrationen
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Abb. 4.1.5: Hemmversuch Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von Phosphatidylglycerol (PG) in
verschiedenen Konzentrationen.
Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
Corticosteron-Konzentration 6*10°® mol/l, Proteinkonzentration 20 ug/600 pl, Inkubationszeit
60 min., jeder Versuch n=3.

Die Hemmkinetik von Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von PG ermittelte eine
halbmaximale Hemmung im Bereich einer PG-Konzentration von ca. 2*10°
mol/l.
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4.1.6 Hemmversuch Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von Linolsdure-Na® in
verschiedenen Konzentrationen
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Abb. 4.1.6: Hemmversuch Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von Linolsdure-Na” in verschiedenen
Konzentrationen.

Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
Corticosteron-Konzentration 6*10°® mol/l, Proteinkonzentration 20 pg/600 ul, Inkubationszeit
60 min., jeder Versuch n=3.

Der fur Linolsdure-Na® ermittelte 1Cso-Wert lag bei Hemmversuchen mit
Plazenta-Mikrosomen bei ca. 2*10™ mol/l.
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4.1.7 Hemmversuch Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von Phosphatidylglycerol in
Abhangigkeit der Zeit

Konversion [%] von Corticosteron zu 11-DHC

Abb. 4.1.7:
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Hemmversuch Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von Phosphatidylglycerol (Plaz + PG) in
Abhangigkeit der Zeit.

Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
Konzentration Phosphatidylglycerol 1*10”° mol/l, Corticosteron-Konzentration 5*10°® mol/l,
Proteinkonzentration 20 ug/600 pl, jeder Versuch n=3.

Die Inkubation von Plazenta-Mikrosomen mit PG zeigt im Unterschied zu Ver-
suchen mit Plazenta-Homogenat eine Hemmwirkung der Fettsaure, die bereits
nach 15 Minuten eine deutliche Differenz in der Konversionsrate von Cortico-
steron zu 11-DHC aufweist.
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4.1.8 Umsatzversuch Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von gesattigten und
ungesattigten Fettsauren
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Abb. 4.1.8: Umsatzversuch Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von gesattigten Fettsduren (Palmitinsaure

C16, Stearinsaure C18) und ungeséttigten Fettsiuren (Olsaure C18:1, Linolséure C18:2),
jeweils als freie Fettsiuren und Na*-Salze.

Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
* =p< 0,05, ** = p< 0,005 bezogen auf Kontrolle.

Konzentration der Fettsauren 1,5*10’4 mol/l, Corticosteron-Konzentration 6*10°® mol/l,
Proteinkonzentration 20 ug/600 pl, Inkubationszeit 60 min., jeder Versuch n=3.

Bei der Untersuchung von Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von gesattigten und
ungesattigten Fettsauren zeigte sich im Vergleich zum Kontrollwert ohne Fett-
saure-Zusatz eine signifikante Steigerung der Konversion von Corticosteron zu
11-DHC bei den Versuchen mit Stearinsaure als freie Fettsaure (+12%) und als
Na*-Salz (+26%, p< 0,05).

Der Zusatz von freier Palmitinsaure ergab keine signifikante Umsatzsteigerung
(+4%), hingegen fiihrt Palmitinsdure-Na* zu einer verminderten Konversions-
rate von -22% (p< 0,05).

Eine deutliche Hemmung stellte sich bei Zusatz von freier Olséure ein (-26%),
die von Olsaure-Na* (-89%, p< 0,005) Ubertroffen wird.
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Die starkste hemmende Potenz der eingesetzten Fettsauren besitzt Linol-
sauren, wobei wiederum die Wirkung von Linolsdure-Na® (-100%, p< 0,005)
starker als die von freier Linolsaure (-71%, p< 0,005) ist.

4.1.9 Protein- und Substratabhangigkeit Plazenta-Mikrosomen
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Abb. 4.1.9: Protein- und Substratabhéngigkeit Plazenta-Mikrosomen, Konversion in % von Corticosteron zu
11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
Corticosteron in verschiedenen Konzentrationen, Proteinkonzentration 5 ug/600 ul bzw. 2,5 ug/
600 pl, Inkubationszeit 30 min., jeder Versuch n=3.

Zur Ermittlung der optimalen Substrat- und Protein-Konzentration fur die Hemm-
versuche nach Lineweaver-Burk wurden Umsatzversuche mit Plazenta-Mikro-
somen mit einer Proteinkonzentration von 2,5 bzw. 5,0 ug pro Assay bei ver-
schiedenen Corticosteron-Konzentrationen getestet. Die angestrebte optimale
Konversionsrate in den folgenden Versuchen sollte dabei zwischen ca. 15-30%
liegen.
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4.1.10 Umsatzversuch Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von Linolsdure-Na* in
verschiedenen Konzentrationen
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Abb. 4.1.10: Umsatzversuch Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von Linolsaure-Na" in verschiedenen
Konzentrationen.
Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
Corticosteron-Konzentration 6*10® mol/l, Proteinkonzentration 20 pg/600 i, Inkubationszeit
60 min., jeder Versuch n=3.

Zur Ermittlung der optimalen Hemmkonzentration von Linolsdure-Na® fiir die
Lineweaver-Burk-Kinetik wurde Linolsdure-Na* in verschiedenen Konzentra-
tionen dem Assay mit Plazenta-Mikrosomen zugefugt. Die Kontrollproben ent-
hielten Plazenta-Mikrosomen ohne Zusatz von Linolsdure-Na®.

Die Hemmkonzentrationen fur die Lineweaver-Burk-Kinetik wurden im Bereich
der halbmaximalen Hemmkonzentration (ICs0 = ca. 2*10°) gewahlt.
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4.1.11 Hemmkinetik Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von Linolsdure-Na" in
verschiedenen Konzentrationen
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Abb. 4.1.11: Hemmkinetik Plazenta-Mikrosomen mit Zusatz von Linols3ure-Na® in verschiedenen
Konzentrationen.
Darstellung nach Lineweaver-Burk. Mittelwert +/- SEM.
Abzisse: reziproke Auftragung der Corticosteron-Konzentration [1/S]
Ordinate: reziproke Auftragung der Umsatzgeschwindigkeit [1/V] Linolsdure-Na" in folgenden
Konzentrationen: VO = ohne Zusatz, V1 = 1*10® mol/l, V2 = 2*10® mol/l, V3 = 3*10°® mol/l, V4 =
4*10® mol/l. Proteinkonzentration 2,5 ug/600 pl, Inkubationszeit 30 min., jeder Versuch n=9.

Die Hemmekinetik mit Plazenta-Mikrosomen und Zusatz von Linolsdure-Na® in
verschiedenen Konzentrationen ermittelte bei der Auftragung nach Lineweaver-
Burk einen allosterischen Hemmtyp mit einem mittleren -1/Km-Wert von -1,9*
108 (+1,4) mol/l, entsprechend einem Km-Wert von 5,3*10™° mol/l.
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4.2 Niere

4.2.1 Umsatzversuch Nieren-Homogenat mit Zusatz von gesattigten und
ungesattigten Fettsauren
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Abb. 4.2.1: Umsatzversuch Nieren-Homogenat mit Zusatz von gesattigten Fettsduren (Palmitinsaure C16,

Stearinsdure C18) und ungesattigten Fettsauren (Olsaure C18:1, Linolséure C18:2),

jeweils als freie Fettsiuren und als Na*-Salze.

Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
* = p< 0,05 bezogen auf Kontrolle.

Konzentration der Fettsauren 5*10 mol/l, Corticosteron-Konzentration 2*10”" mol/l,
Proteinkonzentration 20 ug/600 pl, Inkubationszeit 60 min., jeder Versuch n=3.

Bei den Umsatzversuchen mit Nieren-Homogenat zeigte sich eine deutliche
Zunahme der Konversionsrate von Corticosteron zu 11-DHC bei Zusatz von
Palmitinsaure als freier Fettsdure (+35%) wie auch als Na*-Salz (+41%), in
geringerem MalRe bei Zugabe von freier Olsdure (+33%), sowie von freier
Stearinsaure (+15%) und Stearinsaure-Na* (+10%).

Eine deutliche Verminderung der Konversionsrate bewirkt die Zugabe von
Olsaure-Na* (-20%) freier Linolsdure (-33%) und Linolsdure-Na® (-97%, p<
0,05).
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4.2.2 Umsatzversuch Nieren-Mikrosomen mit Zusatz von gesattigten und
ungesattigten Fettsauren
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Abb. 4.2.2: Umsatzversuch Nieren-Mikrosomen mit Zusatz von gesattigten Fettsduren (Palmitinsdure C16,

Stearinséure C18) und ungeséttigten Fettséuren (Olsaure C18:1, Linolsaure C18:2), jeweils
als freie Fettsauren und als Na*-Salze.

Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
* = p< 0,05 bezogen auf Kontrolle.

Konzentration der Fettsauren 1,5*10'4 mol/l, Corticosteron-Konzentration 2*10” mol/l,
Proteinkonzentration 6,5 ug/600 pl, Inkubationszeit 60 min., jeder Versuch n=3.

Bei den Umsatzversuchen mit Nieren-Mikrosomen fuhrt die Zugabe der ge-
sattigten Fettsduren Palmitinsdure (+1%) bzw. Stearinsdure (+6%) als freie
Fettsduren und als Na*-Salze (+6% bzw. +7%) zu keiner wesentlichen Ver-
anderung der Konversionsrate.

Olsaure und Linolséure hingegen bewirken eine starke Konversionshemmung,
wobei die Wirkung von Linolsaure die der Olséure Ubertrifft und jeweils die Na*-
Salze eine starker hemmende Wirkung als die freien Fettsauren entfalten (freie
Olsaure -41%, p< 0,05, Olsaure-Na* -98%, p< 0,05, freie Linolséure -71%, p<
0,05, Linolsdure-Na* -100%, p< 0,005).
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4.2.3 Protein- und Substratabhangigkeit Nieren-Mikrosomen
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Protein- und Substratabhangigkeit Nieren-Mikrosomen, Konversion in % von Corticosteron zu
11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.

Corticosteron in verschiedenen Konzentrationen, Proteinkonzentration 5ug / 600ul bzw.

2,5 ug/600 pl, Inkubationszeit 30 min., jeder Versuch n=3.

Zur Ermittlung der optimalen Protein- bzw. Substrat-Konzentration fur die
Lineweaver-Burk-Kinetik wurden Umsatzversuche mit 2,5 bzw. 5,0 uyg Protein
pro Assay (Gesamtvolumen 600 pl) und verschiedenen Corticosteron-Konzen-
trationen durchgefiihrt. Die optimalen Konzentrationen wurden dabei im Bereich
einer Konversionsrate von 15-30% gewahlt.
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4.2.4 Hemmversuch Nieren-Mikrosomen mit Zusatz von Linolsdure-Na* in
verschiedenen Konzentrationen
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Abb.4.2.4 : Hemmversuch Nieren-Mikrosomen mit Zusatz von Linolsaure-Na® in verschiedenen
Konzentrationen.
Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
Corticosteron 8*10°° mol/l, Proteinkonzentration 2,5 ug/600 pl, Inkubationszeit 30 min., jeder
Versuch n=3.

Die Hemmekinetik mit Nieren-Mikrosomen und Zusatz von Linolsdure-Na® in
verschiedenen Konzentrationen zeigt eine halbmaximale Hemmkonzentration
von ca. 2,5*10° mol/l.

Dieser Wert entspricht dem rechnerisch ermittelten Wert aus den Hemmver-
suchen mit Nieren-Mikrosomen bei einer Proteinkonzentration von 20 ug/600 pl.
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4.2.5 Hemmversuch Nieren-Homogenat mit Zusatz von Phosphatidylglycerol bzw.
Distearyl-Phosphatidylglycerol und EDTA bzw. Mercaptoethanol
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Abb. 4.2.5: Hemmversuch Nieren-Homogenat mit Zusatz von Phosphatidyglycerol (PG) bzw. Distearyl-
Phosphatidylglycerol (PG-distea) und EDTA bzw. Mercaptoethanol (Merc).
Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
* = p< 0,05 bezogen auf Kontrolle.
Konzentration der Fettsauren 5107 mol/l, Corticosteron-Konzentration 1,5*‘IO'7 mol/l,
Proteinkonzentration 20 ug/600 pl, Inkubationszeit 60 min., jeder Versuch n=3.

Bei den Versuchen mit Nieren-Homogenat und Zusatz von Phosphatidylglycerol
(PG) stellt sich eine starke Hemmung der 113-HSD ein (-84%, p< 0,05). Der
Zusatz von Disteaoryl-Phosphatidylglycerol (PG-distea) bewirkt eine Erhohung
der Konversionsrate (+17%) im Vergleich zur Kontrolle ohne Zusatze.
Entsprechend den Ergebnissen mit Plazenta-Homogenat ist die Hemmwirkung
von PG teilweise reversibel, wenn die Proben zusatzlich EDTA enthalten (-32%
im Vergleich zu -84% ohne EDTA). Mercaptoethanol bewirkt eine nur gering-
gradige Erholung der Konversionrate (-73%, p< 0,05) im Vergleich mit PG ohne
Zusatz von Mercaptoethanol.
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4.2.6 Hemmkinetik Nieren-Mikrosomen mit Zusatz von Linolsdure-Na* in
verschiedenen Konzentrationen

1A/ [1/mol/mg*min]
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Abb. 4.2.6: Hemmkinetik Nieren-Mikrosomen mit Zusatz von Linolséure-Na® in verschiedenen
Konzentrationen.
Darstellung nach Lineweaver-Burk. Mittelwert +/- SEM.
Abzisse: reziproke Auftragung der Corticosteron-Konzentration [1/S]
Ordinate: reziproke Auftragung der Umsatzgeschwindigkeit [1/V]
Linolséure-Na™ in folgenden Konzentrationen: VO = ohne Zusatz, V1 = 1*10° mol/l, V2 = 2*10°®
mol/l, V3 = 3*10° mol/l, V4 = 4*10® mol/l.
Proteinkonzentration 2,5 ug/600 pl, Inkubationszeit 30 min., jeder Versuch n=9.

Bei der Hemmekinetik mit Nieren-Mikrosomen und Linolsdure-Na® zeigte sich
eine Hemmung vom allosterischen Typ mit einem -1/Km-Wert von -1,1*10° (+
0,15) mol/l, entsprechend einem Km-Wert von 9,1*10™"° mol/l.
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4.3 Lunge

4.3.1

Umsatzversuch Lungen-Homogenat (Oxidase) mit Zusatz von gesattigten und
ungesattigten Fettsauren
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Abb. 4.3.1: Umsatzversuch Lungen-Homogenat (Oxidase) mit Zusatz von geséttigten Fettsauren

(Palmitinséure C16, Stearinsdure C18) und ungeséttigten Fettséuren (Olsaure C18:1,
Linolsaure C18:2), jeweils als freie Fettsduren und als Na'-Salze.

Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
* = p< 0,05 bezogen auf Kontrolle.

Konzentration der Fettsauren 5107 mol/l, Corticosteron-Konzentration 2*107° mol/l,
Proteinkonzentration 20 ug/600 pl, Inkubationszeit 60 min., jeder Versuch n=3.

Die Umsatzversuche mit Lungen-Mikrosomen und verschiedenen Fettsauren
ermittelte die starkste Hemmwirkung bei Zusatz von Linolsdure-Na* (-91%, p<
0,05) und freier Linolsaure (-76%, p< 0,05).

Eine ebenfalls starke Hemmwirkung entfaltet Olsdure, wobei auch hier die
Hemmuwirkung von Olsdure-Na* (-58%) starker als die von freier Olsaure (-39%)
ist.

Beim Zusatz von Palmitinsdure-Na® (-41%) bzw. freier Palmitinsaure (-22%) ist
immer noch eine deutliche Hemmung erkennbar.
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Zugesetzte freie Stearinsaure bewirkt keine Veranderung der Konversionsrate
im Vergleich zu den Kontrollproben, denen keine Fettsauren zugegeben waren.
Als einzige der getesteten Fettsdauren vermag freie Stearinsaure den Umsatz zu
erhohen (+10%).

4.3.2 Umsatzversuch Lungen-Homogenat (Reduktase) mit Zusatz von gesattigten
und ungesattigten Fettsauren

40

35

30

25

20

15

Konversion [%] von 11-DHC zu Corticosteron

10 - (RN L (S . R R N ey
* %
5
0
s @ £ g £ B 2 E S
= o “’ i i o o ) o
5 = = £ £ O O S =
= E E 8 2 3 5
e o 7] ]
Abb. 4.3.2: Umsatzversuch Lungen-Homogenat (Reduktase) mit Zusatz von gesattigten Fettsauren

(Palmitinséure C16, Stearinsaure C18) und ungeséttigten Fettsduren (Olsaure C18:1,
Linolséure C18:2), jeweils als freie Fettsiuren und als Na*-Salze.

Konversion in % von 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC) zu Corticosteron. Mittelwert +/- SEM.
* =p< 0,05, ** = p< 0,005 bezogen auf Kontrolle.

Konzentration der Fettsauren 5510 mol/l, 11-Dehydrocorticosteron-Konzentration 2*10° molll,
Proteinkonzentration 20 ug/600 pl, Inkubationszeit 60 min., jeder Versuch n=3.

Bei den Umsatzversuchen mit Lungen-Homogenat und verschiedenen
Fettsauren zeigte sich eine deutliche Umsatzsteigerung bei Zusatz von freier
Stearinsaure (+19%, p< 0,05) und freier Palmitinsdure (+10%). Die entsprech-
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enden Na'-Salze beeinflussen die Konversionsrate nicht oder nur gering
(Stearinsaure-Na* 0%, Palmitinsdure-Na* -8%).

Olsaure bewirkt eine starke Verminderung der Konversionrate, wobei Olséure-
Na® eine starkere Hemmwirkung (-56%, p< 0,05) entfaltet als freie Olsaure
(-52%, p< 0,05).

Linolsdure-Na* besitzt von allen zugesetzten Fettsduren die groRte Hemm-
potenz (-84%, p< 0,005), gefolgt von freier Linolsaure (-67%, p< 0,005).

4.3.3 Umsatzversuch Lungen-Mikrosomen (Oxidase) mit Zusatz von gesattigten
und ungesattigten Fettsauren

Konversion [%] von Corticosteron zu 11-DHC

Kontrolle  Palmitins frei Palmitins-Na Stearins frei Stearins-Na Ols frei Bls-Na Linols frei Linols-Na

Abb. 4.3.3: Umsatzversuch Lungen-Mikrosomen (Oxidase) mit Zusatz von gesattigten Fettsauren
(Palmitinséure C16, Stearinsaure C18) und ungeséttigten Fettsiuren (Olsaure C18:1,
Linolsaure C18:2), jeweils als freie Fettsduren und Na*-Salze. Konversion in % von
Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC).
Mittelwert +/- SEM. * = p< 0,05, ** = P< 0,005 bezogen auf Referenzwert.
Konzentration der Fettsiuren 1,5*10™* mol/l, Corticosteron-Konzentration 6*10® mol/l,
Proteinkonzentration 20 ug/600 pl, Inkubationszeit 60 min., jeder Versuch n=3.

Bei den Umsatzversuchen mit Lungen-Mikrosomen (Oxidase) zeigte sich bei
allen Fettsauren, die dem Assay zugegeben worden waren, eine Hemmwirkung.
Die starkste Hemmung entfaltete Linolsdure-Na® (-97%, p< 0,005), freie Linol-
séure (-96%, p< 0,005) und freie Olsaure (-97%, p< 0,005) in etwa gleichem
MaRe, gefolgt von Olsdure-Na* (-91%, p< 0,005), Palmitinsaure-Na* (-74%, p<
0,05) und freier Palmitinsaure (-68%, p< 0,05).
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Der Zusatz von freier Stearinsdure und Stearinsdure-Na® bewirkte hingegen
eine vergleichsweise geringe Verminderung der Konversionsrate (-21%, p< 0,05
bzw. -16%).

4.3.4 Umsatzversuch Lungen-Mikrosomen (Reduktase) mit Zusatz von gesattigten

und ungesattigten Fettsauren
40

Konversion [%] von 11-DHC zu Corticosteron

Kontrolle Palmitins frei Palmitins-Na Stearins frei Stearins-Na  Ols frei Ols-Na Linols frei Linols-Na

Abb. 4.3.4: Umsatzversuch Lungen-Mikrosomen (Reduktase) mit Zusatz von gesattigten Fettsauren
(Palmitinséure C16, Stearinsdure C18) und ungeséttigten Fettséuren (Olsaure C18:1,
Linolsaure C18:2), jeweils als freie Fettsduren und Na®-Salze.Konversion in % von 11-
Dehydrocorticosteron (11-DHC) zu Corticosteron. Mittelwert +/- SEM.
*=p< 0,05, ** = p< 0,005 bezogen auf Referenzwert.
Konzentration der Fettsauren 1,5*10'4 mol/l, Corticosteron-Konzentration 6*10® mol/l,
Proteinkonzentration 20 ug/600 pl, Inkubationszeit 60 min., jeder Versuch n=3

Der Zusatz von freier Stearinsdure und Stearinsaure-Na bewirkte bei Umsatz-
versuchen mit Lungen-Mikrosomen (Reduktase) eine deutliche Steigerung der
Konversionsrate (freie Stearinsaure +19%, p< 0,05, Stearinsaure-Na* +28%).
Alle Ubrigen untersuchten Fettsauren zeigten eine Aktivitatsminderung der 113-
HSD. Dabei kam es zur volligen Hemmung der 11R3-HSD-Aktivitat bei Zugabe
von Olsaure-Na® und Linolsdure-Na® (-100%, p< 0,005). Die entsprechenden
freien Fettsduren wiesen immer noch eine deutliche Hemmwirkung auf (freie
Olsaure -90%, p< 0,005, freie Linolséure -96%, p< 0,005).
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Die Hemmwirkung von freier Palmitinsaure (-63%, p< 0,005) Ubertraf die von
Palmitinsdure-Na* (-40%).

4.3.5 Umsatzversuch Lungen-Mikrosomen (Oxidase) mit Zusatz von Linolsdure-Na®
in verschiedenen Konzentrationen
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Konversion [%] von Corticosteron zu 11-DHC

S S FU U
0 T T T T T T
Kontrolle 8x10-6 1x10-5 2x10-5 4x10-5 6x10-5
Konzentration Linolsaure-Na [mol/l]
Abb. 4.3.5: Umsatzversuch Lungen-Mikrosomen (Oxidase) mit Zusatz von Linolsaure-Na® in

verschiedenen Konzentrationen.

Konversion in % von Corticosteron zu 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC). Mittelwert +/- SEM.
Corticosteron-Konzentration 6*10® mol/l, Proteinkonzentration 20 pg/600 pl, Inkubationszeit 60
min., jeder Versuch n=3.

Zur Ermittlung der optimalen Hemmkonzentration fir die Lineweaver-Burk-
Kinetik wurde Linolsdure-Na® in verschiedenen Konzentrationen dem Assay
zugefigt. Die verwendeten Hemmkonzentrationen wurden im Bereich des ICso0-
Wertes von 2,4*10™ gewahlt.
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4.3.6 Umsatzversuch Lungen-Mikrosomen (Reduktase) mit Zusatz von Linolsaure-
Na" in verschiedenen Konzentrationen
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Abb. 4.3.6: Umsatzversuch Lungen-Mikrosomen (Reduktase) mit Zusatz von Linolséure-Na® in

verschiedenen Konzentrationen.

Konversion in % von 11-Dehydrocorticosteron (11-DHC) zu Corticosteron.
Corticosteron-Konzentration 6*10® mol/l, Proteinkonzentration 20 pg/600 i, Inkubationszeit
60 min., jeder Versuch n=3.

Zur Ermittlung der optimalen Hemmkonzentration flr die Lineweaver-Burk-
Kinetik wurde Linolsdure-Na® in verschiedenen Konzentrationen dem Assay
zugeflgt. Die verwendeten Hemmkonzentrationen wurden im Bereich des ICso0-
Wertes von ca. 4,8*10™° gewdhlt.
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4.3.7 Hemmkinetik Lungen-Mikrosomen (Oxidase) mit Zusatz von Linolsaure-
Na" in verschiedenen Konzentrationen
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Abb. 4.3.7: Hemmekinetik Lungen-Mikrosomen (Oxisase) mit Zusatz von Linolsdure-Na" in verschiedenen
Konzentrationen, Darstellung nach Lineweaver-Burk. Abzisse: reziproke Auftragung der
Corticosteron-Konzentration [1/S]

Ordinate: reziproke Auftragung der Umsatzgeschwindigkeit [1/V] Linolsaure-Na" in
folgenden Konzentrationen: VO = ohne Zusatz, V1 = 9*10® mol/l, V2 = 1*10° mol/l, V3 = 2*10°
mol/l, V4 = 3*10™ mol/l. Proteinkonzentration 100 pg/600 pl, Inkubationszeit 60 min., jeder
Versuch n=3.

Bei der Hemmkinetik mit Lungen-Mikrosomen (Oxidase) und Linolsdure-Na*
zeigte sich eine Hemmung vom allosterischen Typ mit einem -1/Km-Wert von
-0,3*108 (+0,2) mol/l entsprechend einem Km von 3,3*10® molll.
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4.3.8 Hemmkinetik Lungen-Mikrosomen (Reduktase) mit Zusatz von Linolsdure-Na®
in verschiedenen Konzentrationen
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Abb. 4.3.8: Hemmkinetik Lungen-Mikrosomen (Reduktase) mit Zusatz von Linolsdure-Na® in verschiedenen
Konzentrationen, Darstellung nach Lineweaver-Burk.
Abzisse: reziproke Auftragung der 11-Dehydrocorticosteron-Konzentration [1/S]
Ordinate: reziproke Auftragung der Umsatzgeschwindigkeit [1/V]
Linolsaure-Na" in folgenden Konzentrationen: VO = ohne Zusatz, V1 = 9*10°® mol/l, V2 = 1*10°
mol/l, V3 = 2*10™° mol/l, V4 = 3*10°° mol/l.
Proteinkonzentration 100 ug/600 pl, Inkubationszeit 60 min., jeder Versuch n=6.

Bei der Hemmkinetik mit Lungen-Mikrosomen (Reduktase) und Linolsdure-Na*
zeigte sich eine Hemmung vom allosterischen Typ mit einem -1/Km-Wert von
-0,6*108 (+0,4) mol/l entsprechend einem Km von 1,710 molll.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

4.4.1 Die Wirkung von Fettsauren und Phosphatidylglycerol auf die Aktivitat der 1113-
HSD Typ Il in Homogenaten von Plazenta und Niere

Die Untersuchungen mit Homogenaten bzw. Mikrosomen aus humaner
Plazenta und Niere weisen bei Inkubation mit verschiedenen Lipiden ein im
Wesentlichen Ubereinstimmendes Muster auf.

So fluhrt der Zusatz der langkettigen, gesattigten Fettsauren Palmitinsaure und
Stearinsdure, respektive der entsprechenden Na*-Salze, zu einer deutlichen
Aktivitatszunahme der 113-HSD Typ Il in Gewebshomogenaten von Niere und
Plazenta. Auffallig dabei ist die Tendenz, dass dieser Effekt bei den jeweiligen
Na*-Salzen der Fettsduren geringer ausgepragt ist, als bei den freien Fett-
sauren.

Dieses Phanomen setzt sich in der Reihe der ungesattigten Fettsduren Olsiure
und Linolsaure fort. Freie Olsdure bewirkt noch eine Aktivitdtszunahme der 11R-
HSD Typ II, wahrend Olséure-Na* keine Anderung bzw. eine geringe Aktivitats-
abnahme bewirkt. Deutlicher noch zeigt sich bei Inkubation mit freier Linolsaure
ein Aktivitatsniveau der 113-HSD, das um den Referenzwert streut, wahrend
Linolséure-Na® zu einer signifikanten Hemmung der 113-HSD Typ Il flhrt.
Vereinfachend kann die Wirkung von Fettsduren auf die 113-HSD Typ Il in
Homogenaten von Plazenta und Niere folgendermalien zusammengefasst
werden:

1. Langkettige, gesattigte Fettsduren wirken Uberwiegend aktivierend auf die
11R3-HSD Typ II-Aktivitat.

2. Je kurzer die aliphatische Kette der Fettsauren, umso groRRer die hemmende
Wirkung bzw. umso geringer die aktivierende Potenz bei Versuchen mit
Homogenaten.

3. Die zweifach ungesattigte, trans-konfigurierte Linolsaure besitzt eine hohere
Hemmpotenz als die einfach geséttigte, cis-konfigurierte Olsaure, die die
gleiche Kettenlange aufweist (Linolsaure C18:cis delta®'?> Olsdure
C18:delta®).

4. Die Na*-Salze der Fettsauren entfalten im Vergleich zu den entsprechenden
freien Fettsauren eine groRere Hemmwirkung auf die 11R3-HSD Typ II.

PG Ubt in Homogenaten von Plazenta und Nierengewebe eine hemmende
Wirkung auf die oxidative Aktivitat der 113-HSD Typ Il aus, mit einem ICso0-
Wert, der im Bereich zwischen 10™° — 5*107° mol/l liegt (siehe Kapitel 4.1.2 und
4.2.4).

4.4.2 Die Wirkung von Fettsauren und Phosphatidylglycerol auf die Aktivitat der 1113-
HSD Typ Il in Mikrosomen von Plazenta und Niere.

Der Einfluss gesattigter Fettsduren (mit Ausnahme von Palmitinsdure-Na®, die
signifikant hemmend auf die Aktivitat der 113-HSD Typ Il in Plazenta-Mikroso-
men wirkt (siehe Kapitel 4.1.8) besteht in einer tendenziellen bis signifikanten
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Zunahme der Konversionsrate. Alle ungesattigten Fettsauren hingegen ent-
falteten eine ausgepragte Hemmwirkung, wobei wiederum die bereits oben
genannte Hierarchie der Hemmpotenz festgestellt werden kann.

PG hemmt die 113-HSD Typ Il in Mikrosomen von Plazenta und Niere mit
einem ICs0-Wert von etwa 10 — 510 mol/l (siehe Kapitel 4.1.5 und 4.2.4)

4.4.3 Zusammenhang Proteinkonzentration und Hemmkonzentration

In der graphischen Auftragung der Hemmkurve von Linolsdure-Na* konnte eine
ICs0-Konzentration von ca. 2*10° mol/l ermittelt werden. Bei diesem Versuch
betrug die Proteinkonzentration 20 ug/600 ul Assay-Volumen. Interessanter-
weise verschiebt sich die halbmaximale Hemmkonzentration etwa proportional
zur Proteinkonzentration im Assay. So betragt bei einer Verringerung der
Proteinkonzentration auf 2,5 pug die halbmaximale Hemmkonzentration eben-
falls nur etwa 1/8 der Ausgangskonzentration. Der graphisch ermittelte Wert lag
bei ca. 2*10° mol/l (siehe Kapitel 4.2.4).

4.4 .4 Die Wirkung von Fettsauren auf die oxidative Aktivitat der 113-HSD Typ | der
Lunge in Homogenaten / Mikrosomen

Mit Ausnahme von Stearinsiure bzw. Stearinsaure-Na*, die in Homogenaten
keine wesentliche Veranderung der Konversionsrate bewirken, reagiert die
oxidative 11R3-HSD-Aktivitat auf den Zusatz von Fettsauren uniform mit einer
Hemmung. Auch hier gelten im Wesentlichen die oben genannten Prinzipien:

1. Na'-Salze der Fettsduren Ubertreffen in ihrer Hemmpotenz die ent-
sprechenden freien Fettsauren

2. die Hemmung nimmt mit der Lange der aliphatischen Kette ab und mit der
Zahl der Doppelbindungen zu.

4.4.5 Die Wirkung von Fettsauren auf die reduktive Aktivitat der 113-HSD Typ | der
Lunge in Homogenaten / Mikrosomen

Lediglich die freien Fettsauren Stearinsaure und Palmitinsaure steigern die
reduktive Konversionsrate der 11R-HSD Typ |, ihre jeweiligen Na*-Salze be-
lassen die Konversionsrate etwa im Bereich des Kontrollwertes in Versuchen
mit Homogenaten. Alle anderen eingesetzten Fettsduren hemmen die reduktive
Aktivitat der 113-HSD.

Stearinsaure und Stearinsaure-Na® (bten eine deutlich aktivierende Wirkung
auf die reduktive Aktivitat der 113-HSD Typ | in Mikrosomen der Lunge aus.
Alle Ubrigen getesteten Fettsauren fuhrten zur Hemmung der reduktiven
Aktivitat der 11R3-HSD Typ | nach dem oben bereits erwahnten Prinzip.
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4.4.6 Hemmtyp in den Hemmkinetiken nach Lineweaver-Burk in Mikrosomen-
versuchen von Niere, Plazenta und Lunge bei Zusatz von Linolsiure-Na*

Die Hemmkinetik nach Lineweaver-Burk unter Verwendung von Linolsdure-Na”
zeigte bei allen untersuchten Organen eine Hemmung vom allosterischen Typ.
Die Km-Werte betrugen:

Niere: 9,1 (+/- 0,15)*10™"° mol/l

Plazenta: 5,3 (+/- 1,4)*10° mol/l

Lunge Oxidase: 3,3 (+/- 0,2)*10® mol/l
Lunge Reduktase: 1,7 (+/- 0,4)*10°® mol/l



