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1. Zusammenfassung

Auswirkungen von Hypoxie und Restriktion der Aminosaurezufuhr
auf ein Zellkulturmodell der akuten Nierenzellschadigung
Von Madlen Kaldirim

Aus der Kilinik Il fir Innere Medizin, Nephrologie,
der Medizinischen Fakultat der Universitat zu Koln
Direktor: Univ.-Prof. Dr. Thomas Benzing

Flr das akute Nierenversagen, eine zumeist ischamische Erkrankung der Niere mit
weittragenden Konsequenzen fur Morbiditat und Letalitat, existiert das Prinzip, dass eine
Vorbehandlung mit schadlichen Reizen schwacher Auspragung (Préakonditionierung) vor
ischamischen Schaden schitzen kann. Um die Mechanismen der Prakonditionierung durch
Kenntnis ihrer Schlusselfaktoren fur eine Therapie zuganglich zu machen, wurde ein
Zellkulturmodell mit humanen proximalen Tubuluszellen aufgebaut. Zur Modellierung der
Schadigung wurde Cisplatin als Agens mit antiproliferativer und apoptotischer Wirkung
ausgewahlt. Um einen Prakonditionierungseffekt hervorzurufen, wurde hypoxische
Prakonditionierung durch Inkubation in Hypoxie und diatetische Prakonditionierung durch

Zellkulturmedien ohne schwefelhaltige Aminosauren modelliert.

In der Durchfuhrung dieses Vorhabens konnte durch die Anwendung von Cisplatin eine
Reduktion des Uberlebens der behandelten Zellen erreicht werden. Eine Verbesserung des
Uberlebens der Zellen durch hypoxische Vorbehandlungen oder Restriktion schwefelhaltiger
Aminosauren konnte nicht nachgewiesen werden. Eine genauere Untersuchung der RNA-
bindenden Proteine PPAN und MEX3C zeigte bei Knock-down der Proteine keinen Einfluss
auf das Schadigungsmodell. Studien zur Lokalisation des Proteins PPAN in der Zelle unter
Stresseinwirkung konnten durch Versuche am Uberexprimierten, markierten PPAN nicht

eindeutig bestimmt werden. Weitere Untersuchungen am endogenen Protein werden bendtigt.

Ursache fur den ausbleibenden Prakonditionierungseffekt bei Cisplatinschadigung kdnnte zum
einen eine zu geringe Spezifitdt der Messmethode des Zelluberlebens oder der veranderte

Metabolismus einer immortalisierten, proliferierenden Zelllinie sein.

Zur Optimierung des Modells konnte durch den Wechsel zu einer spezifischeren
Messmethode der Schadigung die Auswirkung der Prakonditionierung erfasst werden oder
durch den Einsatz von differenzierten Zellen eine Anndherung an den Metabolismus im

Nierengewebe erreicht werden.
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2. Einleitung

2.1. Die Niere und die Entstehung von Endharn

Die Niere erfullt im humanen Organismus multiple Funktionen, welche die Regulation des
Volumen- und Elektrolythaushalts, des Blutdrucks, des Saure-Basenhaushalts, die
Ausscheidung von Abfallstoffen und endokrine Funktionen betreffen. Durch die Regulierung
der Harnmenge und Harnkonzentration ist es mdglich, Imbalancen beziglich des Volumens
und der Salzkonzentrationen des Blutes auszugleichen.

Urin entsteht in Nephronen, der Untereinheit der Niere, die sich aus einem Glomerulum und

einem angeschlossenen Tubulussystem zusammensetzt (Abbildung 1).

Glomerulu

Bowman-Kapse

Pars recta und
convoluta des distalen
Tubulus

Pars convoluta und
recta des proximalen
Tubulus

Intermediartubulus

Henle-Schleife—

— Sammelrohr

—

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Nephrons.

Die Niere setzt sich zusammen aus ca. 1 Million Nephronen, die sich aus Nierenkbérperchen und dem
angeschlossenen Tubulussystem zusammensetzen. Nachdem der Primérharn aus den Glomeruluskapillaren
(orange) in die Bowman-Kapsel (hellgriin) ausgepresst wird, wird der Primérharn in das Tubulussystem geleitet.
Dieses besteht aus dem proximalen Tubulus (dunkelgriin), dem Intermediértubulus (blau), dem distalen Tubulus
(pink) und dem Sammelrohr (gelb). Die Pars recta des proximalen Tubulus, der Intermediértubulus und die Pars
recta des distalen Tubulus werden gemeinsam auch als Henle-Schleife zusammengefasst. Durch spezifische
Transportmechanismen in den verschiedenen Tubulusabschnitten kommt es zur Riickresorption von Wasser,
Salzen und anderen wertvollen Molekiilen aus dem Primdrharn und zur Konzentrierung des Endharns. Der
entstandene Harn gelangt nachfolgend Uiber das Nierenbecken in die ableitenden Harnwege.

Quelle: Abbildung modifiziert nach Smart Servier Medical Art: Nephron (3)> CC BY 3.0

Eine menschliche Niere besteht aus ca. 1 Milion Nephronen®. Im Glomerulus, einem
Kapillarknduel, entsteht durch die Filtration des Blutes Primarharn*. Das Kapillarknduel wird
von der Bowman-Kapsel umschlossen, in die der Primarharn abfliet und Eingang zum
proximalen Tubulus findet*. Der eigentliche Filter setzt sich zusammen aus dem fenestrierten
Endothel der Glomeruluskapillaren, der Basalmembran und dem viszeralen Blatt der Bowman-
Kapsel bestehend aus Podozyten, die entlang ihrer Fulfortsdtze die sogenannte
Schlitzmembran bilden (Abbildung 2)*.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Nierenkérperchens.

Ein Nierenkdrperchen besteht aus dem Glomerulus und der anliegenden Bowman-Kapsel. Das Vas afferens und
efferens sind die zu- und abfiihrenden Blutgefél3e des Kapillarknéuels. Die Kapillaren des Glomerulus sind innen
von gefenstertem Endothel ausgekleidet und umschlossen von dem viszeralen Blatt der Bowman-Kapsel. Diese
setzt sich aus einer Basalmembran und Podozyten inklusive ihrer Fullfortsétze zusammen, die wiederum eine
Schlitzmembran ausbilden. Primérharn wird aus dem Glomerulus in die Bowman-Kapsel filtriert und gelangt
anschlieBend ins Tubulussystem.

Quelle: Abbildung erstellt mit Hilfe von Smart Servier Medical Art: Endothelium® und Smooth muscle cell® CC BY
3.0

Der gesunde Filter halt durch seine gréRen- und ladungsselektiven Eigenschaften nahezu alle
Plasmaproteine des Blutes zurlick®. Die Konzentrierung des Primarharns zum Endharn erfolgt
durch Resorptions- und Sekretionsvorgange durch das angeschlossene Tubulussystem, das
von spezialisierten Epithelzellen ausgekleidet ist>. Die einzelnen Abschnitte des
Tubulussystems sind durch ihre Ausstattung an Transportern zur Resorption von bestimmten
Stoffen spezialisiert. Transporter wie die Na*/K*-ATPase in der basolateralen Membran des
Tubulusepithels konnen unter Energieaufwendung Molekule gegen einen Gradienten
transportieren und auch sekundar aktiven Co-Transportern und Carriern einen Gradienten
zum Antrieb anbieten®*. Im proximalen Tubulus werden bereits 80-90% des Primarharns
resorbiert. In der nachfolgenden Henle-Schleife steht im absteigenden Teil die passive
Ruckresorption von Wasser im Vordergrund, die durch die hohe Osmolaritat im Interstitium
ermdglicht wird*. Durch das Gegenstromprinzip kann im aufsteigenden Teil der Henle-Schleife
bei hoher Salzkonzentration des Urins ein passiver Ausstrom der Elektrolyte ins Interstitium
erfolgen®. Weitere Salzresorption (ca 5% des NaCl) erfolgt im Anschluss durch Na*/Cl
Symporter im wasserundurchlassigen distalen Tubulus*. Der letzte Tubulusabschnitt vor
Eintritt in die inaktiven ableitenden Harnwege ist das Sammelrohr*. Hier ist die Feinregulierung
der Urinkonzentration durch Resorption von Wasser und zu einem geringeren Teil durch Na-

Ruckresorption méglich®.
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Die Resorptionsvorgange sind energieaufwendig und werden zum gréf3ten Teil Uber die
Na*/K*-ATPase gesichert®*. Auch wenn 20% des Herzzeitvolumens iiber die Nieren geleitet
wird, ist die Durchblutung des Nierenmarks restriktiv, sodass die hohe Osmolaritat im Bereich
des Nierenmarks nicht ausgewaschen wird und zur Harnkonzentrierung genutzt werden kann®.
Physiologisch kommt es dadurch zur relativen Hypoxie mit Werten um 10mmHg’®. Hieraus
begriindet sich die schlechte Toleranz der Niere gegenlber einer Minderperfusion. Aber auch
toxische medikamentése Effekte vervielfachen sich durch sehr hohe Wirkstoffspiegel dieser
Substanzen in der Niere im Rahmen der Harnkonzentrierung.

Durch die genannten Umstande ist die Niere besonders anfallig fur Schadigungen durch

Ischamien und Toxine, die zum Krankheitsbild des akuten Nierenversagens fuhren kénnen.

2.2. Das akute Nierenversagen

Das akute Nierenversagen beschreibt einen Funktionsverlust der Niere und wird klinisch nach
den KDIGO-Leitlinien 2012 definiert als Kreatinin-Anstieg im Blut auf das mindestens 1,5-
fache, eine Erhohung um >0,3mg/dl oder die Reduktion der Urinmenge auf <0,5ml/kg/h far
mindestens 6-12h°. Die Nierenschadigung wird nach der KDIGO-Leitlinie je nach AusmaR des
Kreatinin-Anstiegs und der Dauer der Anurie in 3 verschiedene Schweregrade eingeteilt®.

Als Ursache des weitgefassten Krankheitsbegriffs kommt ein Facher an Pathologien in Frage.
Klassischerweise werden die Ursachen hinsichtlich der Pathophysiologie in 3 Kategorien
eingeteilt: prarenal, intrarenal und postrenal. Ein prarenales Nierenversagen wird
hauptsachlich durch eine Minderperfusion der Niere beispielsweise durch Volumenmangel
oder Hypotonie ausgeldst®, ist funktioneller Natur und durch Volumenausgleich rasch
reversibel. Ein postrenales Nierenversagen entsteht durch eine Obstruktion der ableitenden
Harnwege, die zum Harnstau fiihrt und Funktionseinschrankungen bedingt*. Das intrarenale
Nierenversagen ist Ausdruck einer nicht mehr prompt reversiblen Schadigung von
Nierenzellen und zeigt sich in Folge einer andauernden Minderperfusion als akute
Tubulusnekrose, welche jedoch auch durch andere Ursachen wie verschiedene Toxine
ausgeldst werden kann*. Der proximale Tubulus ist u.a. aufgrund seines hohen Energiebedarfs
besonders sensibel gegeniiber der Ischamie und tragt die gréRte Schadigung davon'®'?,
Pathophysiologisch wird die Schadigung Uber die Abnahme der ATP-Konzentration, den
Beginn einer inflammatorischen Reaktion und die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies
— v.a. im Rahmen der Reperfusion - eingeleitet und setzt sich durch Veranderungen im
Zytoskelett und die Einleitung der Apoptose und Nekrose fort''4,

Die hohe Relevanz des Krankheitsbildes wird durch seine hohe Inzidenz bedingt. Circa 10-
15% der hospitalisierten Patienten und 50% der Patienten auf Intensivstationen entwickeln ein

15-17

akutes Nierenversagen Das Auftreten eines akuten Nierenversagens erhoht die
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Wahrscheinlichkeit eine chronische Nierenerkrankung zu entwickeln und erhdht akut die
Mortalitét eines intensivmedizinisch behandelten Patienten um das 3- bis 5-fache''®. Dadurch
ergibt sich die Notwendigkeit, neue Therapiemoglichkeit zu entwickeln, um die Prognose des
akuten Nierenversagens zu verbessern. Bisher vorhandene Empfehlungen in der Pravention
und Behandlung des akuten Nierenversagens bestehen lediglich aus supportiven
MafRnahmen, wie der Vermeidung zusatzlicher toxischer Reize und der Sicherstellung eines
ausgeglichenen Volumenstatus. Therapieversuche mit N-Acetylcystein oder Bikarbonat
blieben bisher erfolglos'®'®. Weitere Therapieversuche mit Antioxidanzien, Angiotensin II,
Adenosinantagonisten, Immunregulatoren und genetischen Modulatoren setzen an den
bekannten Ansatzpunkten der Pathophysiologie des akuten Nierenversagens an. Klinisch ist
bislang jedoch kein therapeutischer oder praventiver Ansatz etabliert, sodass weitere

Untersuchungen dringend notwendig sind?°.

2.3. Das Prinzip der Prakonditionierung

Die Prakonditionierung nutzt das Prinzip der Hormesis, bei der eine Vorbehandlung eines
Organismus mit einem schadlichen Reiz in geringer Reizstarke die schadliche Wirkung eines
nachfolgenden toxischen Reizes in hoher Reizstarke verringert. Die hypoxische und
diatetische Prakonditionierung sind zwei prominente Formen der Prakonditionierung. Der Reiz,
der zur Vorbehandlung gewahlt wird, muss in seiner Qualitdt nicht dem endgultigen
schadigenden Einfluss gleichen. So konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Diat als auch
Hypoxie in Mausen das Ausmald einer Cisplatin-induzierten Nierenschadigung verringern
kann?'. Vielmehr wird angenommen, dass Prakonditionierungsstrategien evolutionar

konservierte und sehr basale zellulare Resilienzmechanismen aktivieren.

Die klinische Nutzung des Prakonditionierungseffekts im Menschen durch Modulierung
beteiligter Signalwege ist seit Jahrzehnten Ziel der Forschung in diesem Feld. Eine Translation
in die klinische Routine war jedoch bislang trotz vielversprechender erster Ergebnisse noch

nicht méglich??2°.

2.3.1. Hypoxische Prakonditionierung
Erstmalig beschrieb Murry 1986 eine Organoprotektion des Herzens bei Ischamie durch eine
vorausgehende schwachere Ischamie®. Das Prinzip lieB sich auch auf die Niere

ibertragen?'"2°

und konnte auch bei organfernen Ischamien Effekte am Zielorgan auslosen
3032 Die Trager des Effekts wurden bereits in mehreren Signalwegen erforscht und sind in
Ansatzen bekannt. Als zentraler Startpunkt der Signalwege gilt das Protein Hypoxie-induzierter
Faktor 1o (HIF-10.), der wichtigste Transkriptionsfaktor bei Hypoxie®=*. HIF-1o ist die
pradominante Isoform in den vulnerablen proximalen Tubuluszellen®*. Das Protein wird unter
hypoxischen Bedingungen stabilisiert und erhoht die Transkription seiner Zielgene®. Unter
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normoxischen Bedingungen wird HIF-1a durch die sauerstoffabhangigen HIF-Prolyl-
Hydroxylasen (PHD) hydroxyliert und kann nachfolgend von dem von-Hippel-Lindau-
Tumorsuppressor-Protein  (VHL) gebunden und im VHL-E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex
degradiert werden®. Unter hypoxischen Bedingungen bleiben die PHD-Enzyme
weitestgehend inaktiv, sodass HIF-1a akkumuliert und im Zellkern nach Zusammenlagerung
mit dem HIF-B-Protein als Transkriptionsfaktor aktiv werden kann3®7.

Bereits identifizierte Zielgene von HIF-1o sind assoziiert mit kurz- und langfristigen
Mechanismen, welche die Perfusion und Sauerstoffversorgung im Gewebe verbessern,
zellularen Stress abfangen und den Stoffwechsel anpassen. Im Speziellen ist die Angiogenese
mit Beteiligung von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Platelet-derived Growth
Factor (PDGF) und Angiopoietin, die Erythropoiese durch die Regulierung von Erythropoietin
(EPO), die Verschiebung des Glukosemetabolismus hin zur anaeroben Energiegewinnung
Uber Induktion beteiligter Enzyme der Glykolyse und tber Glukose-Transporter, antioxidative
Mechanismen Uber die Himoxygenase (HO-1), der Metabolismus der Mitochondrien tber die
B-cell ymphoma 2 Proteine (BCL-2), Reparaturmechanismen tber das Hitzeschockprotein 70
(HSP70), der Stickoxid-Metabolismus und Signalwege mit Regulation von Zellwachstum,
Entzindung, Apoptose und Differenzierung (MAPK-Signalweg, JAK2/STAT-Signalweg,
PI3K/Akt/mTOR-Signalweg und SIRT1-Signalweg) reguliert?®36-38-43,

2.3.2. Diatetische Prakonditionierung

Eine weitere erfolgreiche Strategie zur Prakonditionierung vor einem ischamischen Schaden
ist die Einhaltung einer Diat. Schon 1935 stellte McCay eine Verlangerung der Lebensspanne
nach Kalorienrestriktion bei Ratten fest***®. Dieser Effekt der Kalorienrestriktion konnte von
Hefen bis hin zu Séugetieren festgestellt werden*>*8, Durch Kalorienrestriktion zeigte sich eine
Verzégerung des Alterns, wobei oxidativer Stress als Hauptursache des Alterns galt***®°. Es
zeigte sich zudem, dass nicht nur die Lebensspanne sondern insgesamt eine erhohte
Stressresistenz durch eine Diét erreicht werden konnte®.

Grundlage dieses Effektes bilden zum einen antioxidative Mechanismen. So konnten initiale
Erhéhungen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beobachtet werden, die langfristig durch
Regulationsmechanismen zu einer geringeren Schadigung durch ROS fiihrten*®*®'%%, Eine
externe Zufuhr von Antioxidantien bedingt eine VergréRerung des oxidativen Schadens*®°*%°,
Eine Beteiligung des Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF-2) sowie Regulierungen
von Heat-shock Proteinen, Superoxiddismutasen, Glutathion-Reduktasen, Katalasen, y-

45,50.56-60  \veisen auf eine erhdhte

Glutamylcystein-Synthetasen und Ham-Oxygenasen
endogene Bereitstellung antioxidativer Abwehrmechanismen hin.

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Wirkungsweise der Kalorienrestriktion betrifft Akteure des
Energiemetabolismus Uber die Energiesensoren AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK),

Insulinsignalwege/Insulin-like growth factor (IGF-1) und mammalian target of rapamycin
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(mTOR) mit Beeinflussung des Forkhead box O- Signalwegs (FOXO-Signalweg), die zu
geringerem oxidativen Stress fiihren?*0:4%:50.56.61-66

Neben der Prakonditionierung durch reine Kalorienrestriktion existieren auch Formen der
Prakonditionierung, welche durch eine spezielle Zusammensetzung der Nahrung ohne eine
Reduktion der Kalorienmenge eine Stressresistenz auslosen. In diesem Zusammenhang
existieren verschiedene erfolgreiche Protokolle der Proteinrestriktion, die einen schitzenden
Effekt vor schadlichen Einwirkungen vermitteln kénnen*®. So konnte beispielsweise fiir eine
spezielle Diat durch die Restriktion der Aminosaure Methionin in Nagetieren, Fruchtfliegen,
Nematoden, Hefen und Rhesusaffen eine Verlangerung der Lebensspanne festgestellt

werden?367-6°

In dieser Form der diatetischen Prakonditionierung gibt es einige
Uberlappungen zu den beteiligten Signalwegen der Prakonditionierung durch
Kalorienrestriktion™ aber auch eigenstandige Signalwege®”. In diesem Zusammenhang
identifizierten Hine et al., dass durch durch Cystein- und Methioninzugabe die erhéhte
Stressresistenz nach Kalorienrestriktion und Proteinrestriktion aufgehoben werden kann'. Er
beobachtete nach Prakonditionierung eine Aktivierung des Stoffwechselweges der
Transsulfurierung durch Induktion der Enzyme zur Transsulfurierung zwischen L-Homocystein
und L-Cystein mit konsekutiv erhéhter Schwefelwasserstoffproduktion (H2S). H.S als neuer
identifizierter Mediator war bereits bei alleiniger Zugabe ohne Einhaltung eines Entzuges
schwefelhaltiger Aminosauren in der Lage, das Gewebe vor Ischamie-Reperfusionsschaden
zu schitzen und kommt somit als neuer potenzieller Knotenpunkt in der diatetischen

t71

Prakonditionierung in Betracht’'. Dieser Effekt konnte im Tiermodell wie auch in der Zellkultur

an immortalisierten murinen Leberzellen (Hepa 1-6) gezeigt werden’".

2.4. Die Proteine PPAN und MEX3C

Wie in den letzten Abschnitten bereits beschrieben sind die molekularen Mechanismen der
hypoxischen und diatetischen Prakonditionierung nur zum Teil bekannt. Ein vollstandiges und
zusammenhangendes Verstandnis und eine genaue Offenlegung der entscheidenden
Signalwege ist bisher nicht gelungen. Um weitere Erkenntnisse Uber die Funktionsweise der
Prakonditionierung zu schaffen, wurden die RNA-bindenden Proteine (RBPs) PPAN und
MEX3C ausgewahlt, die durch ihre Interaktion mit RNA ein hohes Potenzial haben, an
Regulationsprozessen beteiligt zu sein. In einer laborinternen Messung konnte an C. elegans
eine Verklrzung der Lebensspanne durch das Supprimieren des zum humanen PPAN
homologen Proteins Brix domain containing Protein beobachtet werden. Diese Beobachtung
lasst vermuten, dass das Protein PPAN essenziell fiir das Uberleben ist. Untersuchungen aus
der Arbeitsgruppe in Zellkultur unter hypoxischen Bedingungen oder in Mausen nach Cisplatin-
induzierter Nierenschadigung konnten keine signifikante Regulation der Proteine zeigen
(Abbildung 3). Es zeigten sich Hinweise auf eine Zunahme der Proteine unter Hypoxie oder

Nierenschadigung (Abbildung 3).
18



>
w

N
@
1

Il Normoxie
1.5 1 Hypoxie

g
=)
1

=y
o
1

1.0

-
o
1

0.5+

Relative Menge PPAN-RNA
I
%,
1

0.0-

e
=}
I

Relative Menge RNA-gebundenes MEX3C

T 2 i 2
Kontrolle Cisplatin Normoxie Hypoxie

Abbildung 3: Regulation der Proteine MEX3C und PPAN durch Cisplatin oder Hypoxie.

(A) Vergleich relativer Mengen an PPAN-RNA in murinen Nieren mit und ohne Cisplatinexposition. Bestimmung
erfolgte 3 Tage nach Cisplatingabe mittels Sequenzierung der RNA aus dem Organ. Die Abbildung wurde aus
publizierten Daten aus Spéth et al. generiert 2. Die gezeigten Unterschiede sind nicht signifikant. (B) Vergleich
relativer Mengen des Proteins MEX3C in murinen IMCD-Zellen, die unter Hypoxie oder Normoxie gebunden an
RNA vorliegen. Hierfiir wurden die Zellen nach Hypoxie/Normoxie-Exposition UV-Strahlung ausgesetzt und hiermit
die RNA mit gebundenen Proteinen verbunden. Gebundene Proteine wurden mittels Massenspektrometrie
identifiziert und quantifiziert. Die Abbildung wurde aus publizierten Daten aus Ignarski et al. generiert’2. Die
gezeigten Unterschiede sind nicht signifikant.

Bekannt ist bisher, dass PPAN im Nukleolus und in Mitochondrien lokalisiert ist”® und neben
der Beteiligung am Reifungsprozess von rRNA’ auch anti-apoptotische Funktionen (iber p53
und unabhangig von p53 in Mitochondrien™ vermittelt. Bei erhohtem nukleolarem Stress ist
PPAN zudem an der Regulation der Autophagie beteiligt’®. Der Knock-down von PPAN fiihrt
zu gestorter Zellteilung mit Stopp im Zellzyklus oder Bildung von binuklearen Zellen und
Phosphorylierung von H2A.X als Hinweis auf DNA-Schaden’’. Dieser Einfluss auf Apoptose
und Regulierung des Zellzyklus kénnte auch bedeutenden Einfluss auf das Ausmald der
Schadigung nach akuter Nierenschadigung haben. Eine Erarbeitung der Rolle des Proteins
PPAN bei akuter Nierenschadigung und Prakonditionierung erscheint daher sinnvoll.

MEX3C ist ein Protein, das Uber seine E3-Ubiquitinligase-Aktivitdt mRNA-Stabilitat sekundar

beeinflussen kann’®7°,

Bereits beschriebene, beeinflusste Systeme beinhalten neben
antiviraler Antwort und Karzinogenese®® auch Transformation des Nierenepithels in
mesenchymale Zellen bei diabetischer Nephropathie®”®® und Beteiligung in kardialer
Ischamieantwort®®®°, Kérpermasse und Energiestoffwechsel®®2. All diese Punkte sind von
groflRer Relevanz hinsichtlich akuter Nierenschadigung, sodass eine weitere Untersuchung der

Rolle des Proteins MEX3C in der Prakonditionierung und Nierenschadigung erfolgen sollte.
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2.5. Modellierung der akuten Nierenschadigung und Prakonditionierung in der
Zellkultur

Um die genauen molekularen Mechanismen des akuten Nierenversagens offen darlegen zu
konnen, wurde ein Zellkulturmodell gesucht, an dem Untersuchungen in kurzer Zeit mit hohem
Durchsatz mdglich sind. Proximale Tubuluszellen gelten als vulnerabler Punkt der Niere, die
bei akuter Nierenschadigung stark betroffen sind'. Dieser Abschnitt hat aufgrund der
Beteiligung an der Endharnproduktion durch Resorptions- und Sekretionsvorgange einen
hohen Energieverbrauch. Die physiologisch hypoxische Umgebung fiir Tubuluszellen®® wird
bei Ischamie in ihrem Sauerstoffmangel aggraviert. Gleichzeitig verfugt der proximale Tubulus
nur Uber niedrige Kapazitdten durch anaerobe Glykolyse den eigenen Energiebedarf zu
decken, sodass es bei Hypoxie schnell zum Energiemangel kommt®®%, Zellen aus dem
proximalen Tubulus bieten sich daher als reprasentatives Modell zur Erforschung der
molekularen Mechanismen bei akuter Nierenschadigung an. Hierflr existieren verschiedene
immortalisierte Zelllinien aus humanen Nieren. Eine hiervon ist die 1997 erstmalig
beschriebene HKC-8-Zelllinie, die das Profil einer proximalen Tubuluszelle aufweist. Sie wurde
aus gesundem Kortex einer Niere nach einer Nephrektomie (human) bei Tumorerkrankung
isoliert und mit dem SV-40 Virus immortalisiert®. Die Zelllinie wachst als adhérente, einzelne
Zellschicht und exprimiert Enzyme des Burstensaumes wie beispielsweise Natrium/Glukose-
Cotransporter und Na*/K*-ATPasen®. Die Zelllinie gilt als vergleichbar zu bereits existierenden
immortalisierten Zelllinien wie LLC-RK1, OK und HK-2% und bietet den Vorteil einer
intermediaren Wachstumskinetik, die Arbeiten an der Zelllinie im Vergleich zum langsamen
Wachstum der humanen HK-2-Zelllinie deutlich vereinfacht.

Als Schadigungsmodell zur Untersuchung von akuten Nierenschadigungen kommt haufig
Cisplatin als toxische Substanz zum Einsatz. Cisplatin wird in der Medizin durch seine
proapoptotische Wirkung gegen verschiedene Tumore eingesetzt. Neben Zellen aus
gesundem Gewebe mit hoher Teilungsrate werden auch Nieren durch die systemische
Cisplatintherapie geschadigt. Proximale Tubuluszellen gelten als besonders anfallig, da sie an
der basolateralen Membran Uber den CTR1-Transporter (high affinity copper uptake protein 1)
und den OCT2-Transporter (organic cation transporter) verfiigen®. Diese fiihren durch die
Aufnahme der Substanz zu einer vergleichsweise hohen Konzentration und folglich
bedeutenden Toxizitat des Cisplatins in den Tubuluszellen®. Bei Patienten, die mit Dosen von
50-75mg/m? behandelt wurden, entwickelte ein Drittel der Patienten eine akute
Nierenschadigung®®.

Die Wirkungen von Cisplatin erstrecken sich hauptsachlich Gber Proliferationshemmung und
Apoptoseinduktion durch Schadigung der DNA und durch oxidativen Stress®. Die DNA-
Schaden entstehen durch die Reaktion von Cisplatin mit den Purinbasen, wodurch Gber p53

die Zellteilung gestoppt und die Apoptose eingeleitet wird®*°. Apoptose wird zum einen iiber
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intrinsische Wege in Mitochondrien durch erhéhten zellularen Stress ausgeldst: Es kommt zur
Erhéhung des mitochondrialen Bax-Proteins, welches durch das Freisetzen von Cytochrom-c
durch die geschadigte Mitochondrienmembran Caspasen als Effektoren der Apoptose
aktiviert®. In der Literatur fiihnrte eine Bax-Depletion zur Verhinderung von AKI nach
Cisplatinexposition®'%®. Uber extrinsische Wege wird die Apoptose (iber den Fas-Liganden
oder den Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) und nachfolgend erneut Uber Caspasen
eingeleitet®®. ROS erhdhen zusétzlich zu den genannten Mechanismen den zellularen Stress
und fallen zusatzlich aus dem Grund vermehrt an, da Cisplatin mit Glutathion reagiert und
damit ein wichtiges Antioxidans der Zelle vermindert wird. Weiterhin wird ein erhdhter Stress
im endoplasmatischen Retikulum beschrieben’' und eine Modulation der MAPK- und des
Caspase-unabhangigen Apoptosis-inducing factor (AIF), denen aber ein geringerer
Stellenwert zugeschrieben wird®:99:192.103

Die Eignung eines Schadigungsmodells durch toxische Wirkungen des Cisplatins zur
Erforschung der ischdmischen Nierenschadigung lasst sich dabei wie folgt erklaren: In der
Pathophysiologie des akuten Nierenversagens wird dhnlich wie nach Cisplatinexposition die
Induktion von oxidativem Stress, ATP-Mangel, nachfolgender Apoptose und Nekrose
beobachtet''%. Systemische Prozesse wie inflammatorische Reaktionen und Veranderungen
in der Hdmodynamik'? kénnen durch das Chemotherapeutikum in einem Zellkulturmodell nicht
abgebildet werden. Es ist aber davon auszugehen, dass die gemeinsame Endstrecke der
Prozesse nach Cisplatinschaden und nach akuter Nierenschadigung in die Apoptose und
Nekrose fuhren und daher eine Modellierung einer akuten Nierenschadigung durch Cisplatin
moglich ist.

Neben Schadigungsmodellen zur Modellierung einer akuten Nierenschadigung sind auch
Modelle zur Prakonditionierung publiziert. In Tiermodellen sind verschiedene Modelle mit
intermittierender oder anhaltender hypoxischer Reizung Uber Minuten bis Wochen
beschrieben'®"%. Zur Modellierung der distetischen Prakonditionierung wurde ein Ansatz von
Hine et al. aus dem Jahr 20157 verfolgt. Hier wurde die Aktivierung der Transsulfurierung
zwischen L-Homocystein und L-Cystein mit folglich erhdhter endogener H>S Produktion als
Wirkprinzip erfolgreicher Prékonditionierung herausgearbeitet’!. Konkret wurde in dem
Tiermodell von Hine et al.”" ein Protokoll zur Kalorien- und Proteinrestriktion verwendet, deren
Prakonditionierungseffekte nach Substitution schwefelhaltiger Aminosduren aufgehoben
werden konnten. Andere erfolgreiche Protokolle zur diatetischen Prakonditionierung durch
Kalorienrestriktion in der Literatur erstrecken sich von einer Dauer von einem Tag Fasten bis
hin zu lebenslanglicher Kalorienrestriktion''*"'?. Neben der Kalorienrestriktion existieren auch
erfolgreiche Prakonditionierungsprotokolle im Tiermodell, in denen spezifisch die Restriktion

der schwefelhaltigen Aminoséure Methionin schiitzende Effekte hervorruft 575,
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Ubertragen im die Zellkultur konnten Prakonditionierungseffekte bei Modellierung einer
hypoxischen Vorbehandlung durch 12 h Hypoxie bei 1% O» und nachfolgender Minderung der
Schadigung durch Cisplatin erreicht werden?. Modelle zur diatetischen Prakonditionierung in
der Zellkultur sind deutlich seltener als in Tiermodellen. Hine et al. gelang es, in Leberzellen
durch Inkubation in Zellkulturmedium ohne Cystein und Methionin Uber Nacht eine
Prakonditionierung gegeniber einer Schadigung durch Nahrstoffentzug und Hypoxie

hervorzurufen 7.

2.6. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Obwohl das Konzept der Prakonditionierung durch verschiedene Stressoren seit langerer Zeit
bekannt ist und einige Ansatze zu den beteiligten Signalwegen bestehen, ist es leider noch
nicht moéglich, Angriffspunkte der Prakonditionierungsmechanismen gezielt anzusteuern und
beispielsweise medikamentds zur Organprotektion zu nutzen. Dies ware jedoch fir eine
erfolgreiche Translation in die Klinik ein entscheidender Schritt.

Das Forschungsziel der vorliegenden Arbeit besteht deshalb darin, ein Zellkulturmodell zur
Prakonditionierung von proximalen Tubuluszellen der Niere vor einer akuten
Nierenschadigung zu etablieren, um nachfolgend die molekularen Mechanismen des Effekts
herauszuarbeiten und in der Zukunft weitere Ansatzpunkte flir neue Therapiemodalitaten
anzubieten.

Die Prakonditionierung soll in dieser Arbeit zum einen durch Hypoxie und zum anderen durch
die Restriktion schwefelhaltiger Aminosduren vermittelt werden. Der Schaden soll mittels
Cisplatin gesetzt werden. Speziell soll dabei der Einfluss der RBPs PPAN und MEX3C auf
ihren Einfluss auf das Uberleben in diesem Modell untersucht werden. Durch ihre
Bindungseigenschaften an RNA und ihre in der Literatur bekannten Assoziationen mit
Apoptose, Autophagie, Ischamieantwort und Energiestoffwechsel besitzen die Proteine ein

hohes Potenzial in Prakonditionierungsprozessen bedeutend beteiligt zu sein.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Produkt Hersteller Katalognummer
0,4mM p-Cumarséaure Sigma C-9008
1,5% H202 Wasserstoffperoxid 30% | Roth 8070.2
ROTIPURAN®

10% Ammoniumpersulfat AppliChem A0834,1000
100mM Dithiothreitol (DTT) PanReac AppliChem A1101

10x Y+/Tango™ buffer Fermentas #BY5

1kb DNA ladder Thermo Scientific #SMO0311
2-Propanol Roth 6752.4
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure | Roth 6979.3
(MOPS)

50bp DNA ladder New England Biolabs | #N3236L
5x Sequenzing Buffer Applied Biosystems 4336697

6x DNA Loading Dye Thermo Scientific #R0611
Agarose Sigma A9539
Amphotericin B Sigma A2942
Ampicillin Roth K029.2
Ampuwa® FRESENIUS KABI 06178443 (PZN)
Bacto™ Yeast Extract BD Biosciences 212750
BigDye Terminator v3.1 Cycle | Applied Biosystems 4337455
Sequencing Kit

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma A9418
Bromphenolblau AppliChem A2331,0005
CASYton OLS 5651808
Calciumchlorid-Dihydrat Roth HNO04.2
(CaClz*2H20)

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay | Promega G8080
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Cisplatin Accord® 1mg/ml Accord Healthcare AG | 368668
Collagen | Thermo Fisher A1064401
D-Glucose Sigma G7021
Desoxyribonukleosidtriphosphate Thermo Scientific R0182
(dNTPs)

di-Natriumhydrogenphosphat- Merck 6580
Dihydrat (Na;HPO4 * 2H,0)

Dialysiertes FBS Sigma F0392-100ML
Direct-zol™ RNA MiniPrep Zymo Research R2052
Dithiothreitol (DTT) AppliChem A1101,0025
DMEM no glutamine, no methionine, | Gibco 21013024
no cystine

DMEM/Nutrient Mixture F-12 Ham Sigma D6421
DMSO (Dimethylsulfoxid) AppliChem A3672,0100
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium | Gibco 31966
(DMEM)

Eisessig Roth 7332.1
Ethidiumbromidlésung 1% Roth 2218.2
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco 26140079
GC-Enhancer New England Biolabs | 0021604
GeneJET Gel Extraction kit Thermo Scientific K0691
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific K0502
GlutaMAX ™ (100X) Gibco 35050-038
Glycerol ChemSolute 2039.1000
Glycin Roth 3908.3
HEPES  (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1- | GERBU 1009
piperazinyl)-ethansulfonsaure)

High-Capacity = cDNA  Reverse | Applied Biosystems 4368813
Transcription Kit

IGEPAL® CA-630 Sigma 18896

Isotonische Kochsalzldsung 100ml

FRESENIUS KABI

00808771 (PZN)
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Kaliumacetat Fluka 60033
Kaliumchlorid (KCI) Merck 1.04936.0500
Kaliumdihydrogenphosphat Roth 3904 .1
(KH2PO4)
Kaliumhydrogenphosphat Roth 6875.1
Kaliumhydroxid (KOH) Roth 6751
Keratinocyte SFM (Serum free | Gibco 17005042
medium)
LB Agar (Lennox) Roth X965.1
LB-Medium Roth X964.2
Lipofectamine RNAIMAX Reagent Invitrogen 13778150
Lipofectamine™ 2000 Transfection | Invitrogen 1668019
reagent
Luminol 97% Sigma 123072
Magnesiumchlorid (MgCly) Roth 2189.2
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Roth 2189.2
(MgCl2*6H20)
Magnesiumsulfat Heptahydrat Sigma M-2773
(MgS04*7H20)
Methanol Roth 4627.5
Na;EDTA Roth X986.1
Natriumacetat (NaOAc) Sigma W302406
Natriumchlorid (NaCl) CHEMSOLUTE 1367.5000
Natriumdeoxycholat AppliChem A1531
Natriumhydroxid-Plattchen (NaOH) | AppliChem A3910
NEB Buffer 3.1 New England Biolabs | #B7203S
Normal Donkey Serum Jackson 017-000-121
ImmunoResearch
NucleoBond® Xtra Midi Macherey Nagel 740410.10
OptiMEM Gibco 31985-047
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PageRuler Plus™ Prestained | Thermo Scientific #26619
Protein Ladder

Paraformaldehyd (PFA) Sigma P6148
Penicillin/Streptomycin Thermo Scientific 15140122
Power SYBR® Green PCR Master | Applied Biosystems 4367659
Mix

Prolong Diamond + DAPI (4',6- | Thermo Fisher P36971
Diamidin-2-phenylindol)

Protease Inhibitor Cocktail 11l Merck 539134-1ML
Puromycin Invivogen ant-pr-1
Q5-High-Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs | M0491L
Q5-Reaction Buffer New England Biolabs | B9027S
Rapamycin Sigma R8781
RNase freies Wasser Invitrogen 10977-049
Roti®-Phenol-Chloroform- Roth A156.1
Isoamylalkohol

Rotiphorese® Gel 40 (37,5:1) Roth T802.1
RPMI-1640 Medium Sigma R7513
Rubidiumchlorid Sigma 215260
SDS (Natriumlaurylsulfat) plusone 17-1313-01
T4 DNA Ligase Thermo Scientific ELO0011

T4 DNA Ligase Buffer (10x) Thermo Scientific B69
TEMED >99% | Roth 2367.3
(Tetramethylethylendiamin)

TRI Reagent® Sigma T9424
Tris-Hcl Roth 9090.3
Triton X-100 AppliChem A4975
Tris Sigma T1503
Trypsin 0,05% Gibco 25300-054
Tryptone MP Biomedicals 1010817
Tween20 (Polysorbat20) Caelo 3472
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Ultra Pure Glycerol (fir kompetente | invitrogen

Bakterien)

15514-011

Zellproliferations- Testkit XTT AppliChem

A8088,1000

Tabelle 1: Chemikalien

3.1.2. Restriktionsenzyme

Enzym Restriktionsstelle Hersteller Katalognummer
Bpil 5'...GAAGACXX]... 3 Fermentas #ER1011
3' ...CTTCTGXXXX]... 5
Miu | 5'...A[CGCGT... 3 New England | RO198L
3' .. TGCGCJA ... 5 Biolabs
Not | 5'...GC[GGCCGC... 3 New England | #R3189L
3*...CGCCGGICG... 5 | Biolabs
Tabelle 2: Restriktionsenzyme
3.1.3. Plasmide
Plasmide Herkunft
pcDNAG-3XFLAG-Podocin Addgene, im
Modifikationen: Nephrolab
modifiziert

e In Miul/Notl site Podocin eingebracht

AAV-CAGGS-eGFP

Addgene #22212,

geschenkt  von

Modifikationen:
: Rudolph
o Bglll site (877) entfernt: agatct -> agttct
- Jaenisch'"
e Stopcodon nach GFP zu Glycin geandert: caagtaa-
acgcgt (Mlul site) -> caagggaacggct (GFP-
Fusionsprotein)
o Notl site (5895) entfernt: gCggccgce -> gGggecgce
o In Mlul/Notl site Podocin eingebracht
hAAVS1 1L TALEN Addgene
hAAVS1 1R TALEN Addgene
pcDNAG-3xFLAG-PPAN Nephrolab
AAV-CAGGS-eGFP-PPAN Nephrolab

Tabelle 3: Plasmide
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3.1.4. Puffer und Losungen

Sofern nicht anders angegeben wurde ddH-O verwendet

Puffer/L6sung

Inhalt

1X TAE Puffer

40mM  Tris;
Ethidiumbromid; ddH.O

20mM  Essigsaure; 2mM NaEDTA; 3uM

25X TAE Puffer

1M Tris; 0,5M Essigsaure; 50mM NaEDTA 2xH»0

2X HEBS 50mM HEPES; 280mM NaCl; 10mM KCI; 1,5mM NaHPO, 7xH-0,
12mM Glucose
Mit NaOH auf pH7,09 bringen
2X Lammli- | 100mM Tris HCI (pH 6,8); 4%SDS; 2,74M Glycerol; 3mM
Puffer Bromphenolblau

Fiar 2X Lammli mit DTT: 1 Teil 1M DTT zu 9 Teilen 2X Lammli

geben

Puffer A far
Polyacrylamid-
Gele

360mM Tris HCI; 1,14M Tris/Trizma Base; 13,9mM SDS
Auf pH 8,8 einstellen

Puffer B fir
Polyacrylamid-
Gele

16mM Tris; 484mM Tris HCI; 13,9mM SDS

ECL, Lésung A

100mM Tris pH8,5; 2,5mM Luminol; 0,4mM p-Cumarsaure

ECL, Lésung B

100mM Tris pH 8,5; 1,5% Wasserstoffperoxid 30% ROTIPURAN®

iClip Lysis Buffer

50mM Tris HCI (pH7,4); 100mM NaCl; 1% NP-40 (Igepal CA 630);
0,1% SDS; 0,5% Natriumdeoxycholat; 1:200 Protease Inhibitor
Cocktail Ill (frisch hinzugeben)

SDS-PAGE 3,47mM SDS; 191,82mM Glycin; 24,76mM Trizma Base

Laufpuffer

PBS 137mM NaCl; 2,7mM KCI; 10mM NazHPOs; 2mM KH2PO4

PBS* 137mM NaCl; 2,7mM KCI; 10mM NazHPO4; 2mM KH2PO4; 1mM
CaCl2 und 0,5mM MgCI2

PBST 137mM NaCl; 2,7mM KCI; 10mM NazHPO4; 2mM KH2PO4; 1mM

CaCl2; 0,5mM MgCI2; 0,1% Triton

28



Petrischalen mit | 32g Agar (Lennox) in 1000ml H>O Auflésen und nach dem

Agar Autoklavieren in Petrischalen gief3en

PFA 20g PFA und 250ml ddH20 bei 60°C auflésen
250ml Lésung (pH7,4) aus 47,5ml 0,2M NaH.PO.s H>0O; 202,5ml
0,2M NaH.PO4 2xH>0 und 250mI ddH2O hinzugeben

Psi broth 0,5% Bacto yeast extract; 2% Bacto Tryptone; 20,3 mM
Magnesiumsulfatheptahydrat
Mit KOH auf pH 7,6 bringen

SOC-Medium 2% Bacto Tryptone; 0,5% Bacto Yeast Extract; 8,5mM NacCl,
2,5mM KCI
pH mit NaOH auf 7,0 einstellen und Lésung autoklavieren und:
10mM MgClz; 20mM Glucose hinzuflgen

Ttbl 30mM Kaliumacetat; 100mM Rubidiumchlorid; 13,2mM CaCly;
50mM MgCl>*6H,0; 2,05M Glycerol
Mit 1:10 verdinnter Essigsaure auf einen pH von 5,8 bringen

Tfbll 10mM Rubidiumchlorid; 100mM CaCly; 10mM MOPS; 0,41M
Glycerol
Mit NaOH auf pH 6,5 bringen

Transferpuffer 3,47mM SDS for molecular biology; 24,76mM Trizma Base;
187,82mM Glycin

Waschpuffer 30mM Tris; 300mM NacCl; 0,3%Tween20 (Polysorbat20)
Auf pH7,5 einstellen

Tabelle 4: Puffer und Lésungen

3.1.5. Bakterien

Bakterien Herkunft
E. coli DH10 Invitrogen
Tabelle 5: Bakterien
3.1.6. siRNA
siRNA Sequenzen Hersteller
siCtrl UGGUUUACAUGUCGACUAA Dharmacon
UGGUUUACAUGUUGUGUGA
UGGUUUACAUGUUUUCUGA

29



UGGUUUACAUGUUUUCCUA
SIMEX3C GGAGUGAUCCUUCUGGUAA Dharmacon
GAAACUAUAUAGAGCUCAA
CUAAUGGUACCAAUAGUUA
GCGCAAGAAUGAUAUCCAA
siPPAN AGUACUCGCUGGUGCGUGA Dharmacon
GGAAAUGGAUCGAGGCAGG
GUAAGAAGAACUCGCUGAA
AAAGUGAUGUUCCACAGUU
Tabelle 6: siRNA
3.1.7. Zelllinien
Zelllinien Herkunft Zellkulturmedium
HKC-8 Lorraine Racusen, John | DMEM/Nutrient Mixture F-12 Ham +10%FBS

Hopkins

University,

Baltimore, Maryland

HEK293T | ATCC

DMEM, high glucose +10%FBS

Primary Malte

DMEM/Nutrient Mixture F-12 Ham with 15mM

urinary Nephrolab, HEPES and sodium bicarbonate, no L-
cells Cologne; Ethikantrag | glutamine +10%FBS +1x Glutamax +100U/ml
Nr. 12-204 Penicillin +100pg/ml Streptomycin +500ng/ml
Amphotericin B
HK2 ATCC Keratinocyte SFM (Serum free medium)

Cologne

Hepa 1-6 Rugarli Lab, CECAD

DMEM, high glucose +10%FBS

Tabelle 7: Zelllinien

3.1.8. Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller Katalognummer
12well Zellkulturplatte Corning Incorporated 3513

6well Zellkulturplatte Corning Incorporated 3516

8er Deckelkette, flach Sarstedt 65.989.002

96 well Zellkulturplatte Greiner bio-one 655 180
Adhasive gPCR Folie SARSTEDT 95.1999
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Biosphere® Filter Tips 100- | SARSTEDT 70.762.211
1000ul

Biosphere® Filter Tips 2- | SARSTEDT 70.760.211
200ul

Blottingpaper Typ BF4 VWR 515-1632
CASYcups oLs 5651794
CELLSTAR® TUBES 15ml | greiner bio one 188 271
CELLSTAR® TUBES 50ml | greiner bio one 227 261
Corning® Costar® Stripette® | Corning Incorporated 4101

10ml

Corning® Costar® Stripette® | Corning Incorporated 4251

25ml

Corning® Costar® Stripette® | Corning Incorporated 4051

5mi

Deckglaschen rund Menzel CBO0O180RAC
Immobilon-P Membran, | Carl Roth T831.1
PVDF

Leere Gel-Kassetten ThermoFisher NC2010
Mikro-Schraubréhre 1,5ml Sarstedt 72.692.005
Mikrotiterplatte mit 96 Wells | Applied Biosystems 4346907
Multiply®-uStrip 0,2ml Kette | Sarstedt 72.985.002
Objekttrager Engelbrecht 11102
Pipettenspitzen 10/20ul TipOne® S1110-3700
Pipettenspitzen 1000ul TipOne® S1111-6701
Pipettenspitzen 200ul TipOne® S1111-1700
Reaktionsgefal® 1,5ml SARSTEDT 72.690.001
Reaktionsgefa® 2,0ml SARSTEDT 72.691
SafeSeal Reaktionsgefall | Sarstedt 72.706
1,5ml

Sterican® 20G Kanule Braun 4657519
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Sterile Pipettenspitzen | TipOne® S1110-3810
10/20ul

Sterile Pipettenspitzen | TipOne® S1111-6811
1000ul

Sterile Pipettenspitzen | TipOne® S1111-1816
200ul

Trennkdmme 12-Well Life technologies NC3012
Zellkulturschalen LMS 430167
Zellschaber Corning incorporated 3008

Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien

3.1.9. Gerate
Gerat Hersteller Modell/Bestellnummer
Autoklave Systec VX-150
Brutschrank Heraeus 50042307
CASY Cell Counter INNOVATIS TT-2GA-1327
Chemolumineszenz-Imager | peqlab Fusion-SL 3500 WL
CoolCell® Biocision LX
Elektronisches LEJ Ebqg 50 ac
Vorschaltgerat
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiovert 200, ApoTome 1,

HXP-120

Beleuchtungseinheit

Gelkammer Thermo Scientific Owl™ EasyCast™ B3
Gelkammer  (fur  SDS- | Invitrogen XCell SureLock Mini-Cell
PAGE)

Inkubationsschdttler Infors HT Multitron Pro

(Bakterien)

Inkubator Binder 9140-0038

Juli Nanoentek Inc. JLB041008011
Kreisschuttler IKA KS 260 basic

Mikroskop Leica DM IL LED
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NanoDrop® 1000 | Peqglab ND-1000

Spectrophotometer

Netzgerat Consort E835

P10 Pipette Gilson F144802

P100 Pipette Gilson F123615

P1000 Pipette Gilson F123602

P2 pipette Gilson F144801

pH-Meter Mettler Toledo Fiveeasy

Pipetboy acu 2 Integra 155 023

Rollenmischer Stuart SRT6

Sicherheitswerkbank Scanlaf Mars

Sonicator Bioruptor Pico® Diagenode B01060010

Spektrophotometer PerkinElmer EnSpire™ Multimode Plate
Reader

Thermoblock Eppendorf Thermomixer comfort

Thermocycler Bio-Rad S1000™ Thermal Cycler

Thermocycler Bio-Rad DNA Engine PTC-200

Thermocycler Applied Biosystems 7900 HT

Transferkammer VWR 700-1220DE

Vortexer Heidolph Reax top

Waage OHAUS A S-313

Wasserbad GFL Typ 1004

Zentrifuge Heraeus Multifuge 4KR

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5810R

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5417R

Tabelle 9: Geriite
3.1.10. PCR-Primer
Zielgen/Bezeichnung Sequenz Hersteller
AAVS-Locus 1 GTG AGT TTG CCA AGC AGT IDT
CA
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AAVS-Locus 2 TAT CCG CTC ACA ATT CCA IDT
CA
AAVS-Locus 3 CGG AAC TCT GCC CTC TAA IDT
CG
PPAN Dovetail Rickwarts- | CGAAGACGCGGCCGCTCAG IDT
Primer : GCCACTCTCTTCCCTGGGC
PPAN  Dovetail Vorwarts- | CGAAGACTACGCGTGGACAG IDT
Primer ohne ATG: TCAGGGAGGTCCCGGC
Tabelle 10: PCR-Primer
3.1.11. gPCR-Primer
Gen Sequenz (vorwarts und rickwarts Primer) Hersteller
hACTB GGA CTT CGA GCA AGA GAT GG IDT
AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG
hHPRT TGA CAC TGG CAA AAC AAT GCA IDT
GGT CCT TTT CAC CAG CAA GCT
hKIM1 GAA CCA GTA GCC ACT TCA CCA IDT
CTG TCA CGG TGT CAT TCC CA
hMEX3C GCACGACTGTGT GATTTG CT IDT
ACT GGA CAT GAT GGC GTT CT
hPPAN CCACCCCTC CTG GTACTC AA IDT
CAG GAA CAACTT TGA TGT AGT GGC
Tabelle 11: qPCR-Primer
3.1.12.  Primarantikorper
Antikorper Spezifitit | Wirt Verdiinnung Hersteller | Katalog
nr.
Anti- human Maus Far IF: 1:1000 SIGMA T6793
acetyliertes-
Tubulin
Anti-Arl13b human Kaninchen | Fur IF: 1:500 Proteintech | 17711-1-
AP
Anti-Cleaved- | Human Kaninchen | Fur WB: 1:1000 | Cell 9661
caspase -3 Signaling
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Anti-FLAG tag Maus Far IF: 1:1000 Sigma F3165
Aldrich
Anti-HIF-1a Human Kaninchen | Fur WB: 1:1000 | Cayman 1000642
Chemical 1
Anti-Ki67 Human Kaninchen | Fir IF: 1:1000 Abcam ab16667
Anti-pan  14- | human Kaninchen | Fur WB: 1:1000 | Santa Cruz | sc-629
3-3 (K-19)
Anti-Pan- Human, Kaninchen | Fir WB: 1:1000 | Cell #8456
Actin Maus, Signaling
Ratte, Affe
Anti-PARD3 | Maus, Kaninchen | Fur IF: 1:500 Millipore 07-330
human
Anti- Maus, Kaninchen | Far IF: 1:500 Abcam ab4448
Pericentrin human
Anti- human Kaninchen | Fur WB: 1:2000 | Cell 4858
phospho-S6 Signaling
Ribosomal
Protein
Anti-PPAN human Maus Far IF: 1:50 Santa Cruz | sc-
398273
Anti-PPAN human Kaninchen | Far IF: 1:50 ThermoFish | PA5-
er Scientific | 48648
Anti-3- human Maus Far IF: 1:500 BD 610154
catenin Transductio
n
Laboratorie
S
Anti-S6 human Kaninchen | Fur WB: 1:1000 | Cell 2217
Ribosomal Signaling
Protein
Tabelle 12: Primérantikorper
3.1.13. Sekundarantikorper
Antikorper Spezifitat | Wirt | Verdiinnung | Hersteller Katalognr.
Anti- Kaninchen | Ziege | Fur WB: Jackson 111-035-
Kaninchen- 1: 30 000 ImmunoResearch | 003
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Meerrettich-

peroxidase

Anti- Kaninchen | Affe Far IF: 1:500 | Jackson 711-545-
Kaninchen- ImmunoResearch | 152
Alexa488

(Fluorochrom)

Anti- Kaninchen | Affe Far IF: 1:500 | Jackson 711-165-
Kaninchen- ImmunoResearch | 152

Cy3

(Fluorochrom)

Anti-Maus- Maus Ziege | Fur WB: Jackson 115-035-
Meerrettich- 1: 30 000 ImmunoResearch | 003
peroxidase

Anti-Maus- Maus Affe Far IF: 1:500 | Jackson 715-545-
Alexa488 ImmunoResearch | 150
(Fluorochrom)

Anti-Maus- Maus Affe Far IF: 1:500 | Jackson 715-165-
Cy3 ImmunoResearch | 150
(Fluorochrom)

Anti-Ratte- Ratte Ziege | Fur WB: Jackson 112-035-
Meerrettich- 1: 30 000 ImmunoResearch | 167
peroxidase
Tabelle 13: Sekunddrantikérper
3.1.14. Software

Software Hersteller

Fiji 2.0.0 Open source Projekt "'

GraphPad Prism 5 & 8 GraphPad

Microsoft Office (Word, Excel, | Microsoft

PowerPoint) Version 16.51

SDS 2.4

Applied Biosystems

Zen (blue edition)

Zeiss

Tabelle 14: Software
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3.1.15.  Nutzung von externen Instituten

LDH-Messungen Zentrallabor Uniklinik KoIn

Sequenzierungen CCG Cologne

Tabelle 15: Nutzung von externen Instituten
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3.2. Methoden

3.2.1. Kultivierung von Zellen

Die Zellen werden in Inkubatoren bei 37°C bei Raumluft mit 5% CO»>-Zusatz gehalten. Das
Passagieren erfolgt unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank mit Abzug
und wird bei einer Konfluenz von circa 70-80% durchgefthrt. Daflr wird das Zellkulturmedium
abgesaugt, die Zellkulturschale mit PBS-Puffer gespult und die Fllssigkeit erneut abgesaugt,
1ml 0,05% Trypsin auf den Zellrasen verteilt und nach Ablésung durch Zugabe von neuem
Medium mit FBS abgestoppt. Die geldsten Zellen werden nachfolgend auf die gewlinschten

Schalen verteilt.

3.2.1.1. Zellen einfrieren und auftauen

Es werden abgeldste Zellen bei 150x g 5 min zentrifugiert, das entstandene Pellet wird in 0,5ml
Zellkulturmedium resuspendiert, mit 0,5ml Lésung bestehend aus 80% FBS und 20% DMSO
vermischt und anschliefend im CoolCell® LX bei -80°C eingefroren. Zum Auftauen wird die

getaute, flissige Suspension in Medium verdinnt und auf eine Zellkulturschale verteilt.

3.2.1.2. Zellzahlungen

Zur Vorbereitung werden die Zellen mittels 1ml 0,05% Trypsin von der Kulturschale abgelést.
Der enzymatische Verdau wird mit Zellkulturmedium abgestoppt. Ein Teil der Zellen wird nun
in ein CASYcup mit 10ml CASYton gegeben. Die verwendete Verdunnung wird im CASY Cell
Counter programmiert. Nachfolgend wird die Zellzahl nach Gebrauchsanweisung durch den
CASY® Cell Counter gemessen. Die Konzentration der Zellen wird nach der Messung durch

das Gerat ausgegeben.

3.2.1.3. Zelldifferenzierung
Zur Differenzierung werden HKC-8 Zellen bis zur vollstdndigen Konfluenz kultiviert und
anschlieBend nach Medienwechsel mit Entzug von fetalem Kaélberserum zur

Zelldifferenzierung und Zilienausbildung 5 Tage angeregt''®.

3.2.1.4. Renale Primarzellen (PUCs)

PUCs sind Zellen, die aus humanem Urin von Individuen isoliert wurden. Die Zellen, die in
dieser Arbeit verwendet wurden, stammen von Individuen ohne bekannte
Nierenerkrankungen. Die Zellen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Malte Bartram zur
Verfiigung gestellt und nach bereits veroffentlichtem Protokoll isoliert''®. Die Zellen werden
nach Auftauen ein bis zwei Passagen lang kultiviert und danach sofort fur die gewlnschten
Experimente benutzt. Die Gewinnung der PUCs ist durch die Ethikkomission der Uniklinik K&In
bewilligt (Aktenzeichen 12-204).
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3.2.2. Modelle der Zellkultur

3.2.2.1. Cisplatin-Schadigungsmodell

Fur das Zellkulturmodell wurde Cisplatin als Agens zum Auslésen einer Schadigung der
Nierenzellen ausgewahlt. Dafir werden 10.000 Zellen pro Well auf Zellkulturplatten mit 96
Wells Ubertragen. Die Zellen werden mit 50uM und 100uM Cisplatinverdinnungen im
Zellkulturmedium fiir 24h behandelt. Das Uberleben wird durch die Erfassung der metabolisch
aktiven Zellen festgestellt (s.u. 3.2.2.3.)

3.2.2.2. Schadigungsmodell mittels Hypoxie und Nahrstoffentzug an Leberzellen
Das Konzept der Zellschadigung durch Hypoxie und Nahrstoffentzug wurde aus Hine et al.”’
in den Versuchsablauf integriert. Fehlende Detailangaben zum konkreten Versuchsdurchlauf,
wie die genaue Zellzahl/well, wurden erganzt. Zur Durchfihrung werden 15.000 Leberzellen
(Hepa 1-6) pro Well verteit und nach Durchflhrung des gewilnschten
Prakonditionierungsprotokolls am Folgetag mittels Austausch des Zellkulturmediums gegen
0,9% Kochsalzlésung und zusatzlicher Inkubation einer Gruppe bei 1% O, fir 3-4h geschadigt.
Der NaCl-Uberstand wird danach zur LDH-Messung verwendet. Nach der initialen Schadigung
folgt ein Intervall von 2-3 h in gewdhnlichem Zellkulturmedium in Normoxie. Hiernach wird das

Uberleben der Zellen gemessen (s. 3.2.2.3.).

3.2.2.3. Messung des Zelluberlebens

Das Zelliberleben wird durch die Verstoffwechselung von 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid
(XTT) oder Resazurin gemessen.

Messung des Zelliiberlebens mit XTT

In die Wells einer 96-Well-Zellkulturplatte wird 25ul pro Well der vorbereiteten XTT-Ldsung
(Zellproliferations-Testkit XTT) hinzugefligt. Die Absorption wird nach 3-5h bei 450-500nm
gemessen und durch folgende Formel ermittelt: Absorption=-log(l/lo)

(I=Lichtintensitat nach Absorption, lo= Lichtintensitat ohne Probe)

Messung des Zelliiberlebens mit Resazurin

In die Wells einer 96-Well-Zellkulturplatte wird 20ul CellTiter Blue (Resazurin) hinzugefugt. 1

und 2h spater wird die Fluoreszenz nach Exzitation bei 550nm bei 600nm gemessen.

3.2.2.4. Prakonditionierung durch Hypoxie

Nierenzellen werden 11h nach dem Aussaen (10.000 Zellen/Well einer 96-Well-Platte) in einen
Inkubator mit hypoxischen Bedingungen (O,-Konzentration 1%, CO2 5%, N> 94%) gestellt.
Nach 7h im Inkubator folgt ein Intervall von 6h in Normoxie bevor das Schadigungsmodell

angewandt wird.
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3.2.2.5. Prakonditionierung durch Restriktion schwefelhaltiger Aminosauren (RPMI-
Medium)

HKC-8 Zellen werden flir 24 h in einem Medium ohne schwefelhaltige Aminosauren und einem
FBS-Anteil von 0,01% kultiviert (RPMI-Medium). Bei verandertem Proliferationsniveau
zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe nach Inkubation im RPMI-Medium wird eine
Erholungszeit eingehalten, bis die Proliferation der Versuchsgruppe wieder auf das Niveau der
Kontrollgruppe ansteigt (max.10% Unterschied). In HKC-8 Zellen betragt die Zeit zwischen 6
und 7 Tagen. Danach werden beide Gruppen in Zellkulturplatten mit 96 Wells passagiert
(10.000 Zellen/Well).

3.2.2.6. Prakonditionierung durch Restriktion schwefelhaltiger Aminosauren (DMEM
ohne schwefelhaltige Aminosauren)

Basierend auf dem Modell von Hine et al.”" werden 15.000 Leberzellen (Hepa 1-6) pro Well
am ersten Tag in eine 96-Well Zellkulturplatte passagiert. Nach Anwachsen beginnt am
zweiten Tag der Medienwechsel fur 17 h auf Zellkulturmedium ohne schwefelhaltige
Aminosauren (DMEM no glutamine, no methionine, no cystine mit 10% dialyzed FBS + 1x

Glutamax).

3.2.2.7. Knock-down von Proteinen mit siRNA

Zur Supprimierung der gewinschten Proteine wird die gewinschte siRNA durch transiente
Transfektion mittels Lipofectamine RNAIMAX (s.3.2.4.3.) in die Zellen eingebracht. Der Knock-
down wurde zum Teil auch in Kombination mit hypoxischer Prakonditionierung durchgeflhrt.
Fur den Versuchsaufbau bedeutet das, dass 1 Tag vor der hypoxischen Vorbehandlung eine

transiente Transfektion durchgefuhrt wurde.

3.2.3. Generierung der Plasmide AAV-CAGGS-eGFP-PPAN und pcDNAG-
3xFLAG-PPAN

Der nachfolgende Abschnitt beschreibt das Klonieren von DNA. Daflr wird ein gewunschter
DNA-Abschnitt ausgewahlt und durch das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
amplifiziert. In weiteren Schritten wird dieser Abschnitt in ein Plasmid mit Promotoren und
Antibiotika-Resistenzen eingesetzt. Die entstandenen Plasmide werden in Bakterien
transformiert und von diesen repliziert. Die aufgereinigten Plasmide kdnnen in transfizierbare

Zellen eingebracht und exprimiert werden.

3.2.3.1. Nukleinsaureamplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion

Fir die Reaktion werden alle Reagenzien aus dem Protokoll fir die Polymerase-
Kettenreaktion (Tabelle 16) pipettiert. Als letztes wird die Polymerase pipettiert. Die Primer
wurden mit Restriktionsstellen an ihrem 5-Ende konzipiert (Mlul/Notl), die ebenfalls an der

gewilnschten Insertionsstelle im Ziel-Plasmid vorhanden sind.
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Q5-Puffer 10ul

GC-Enhancer 10l

dNTPs 25uM 0,4l

Vorwarts- und Ruckwartsprimer 10uM Je 2,5ul

H20 22,6yl
cDNA mit gewlinschtem Fragment Ca. 100ng
Q5-Polymerase 1ul

Tabelle 16: Q5-PCR

Die Reaktion erfolgt in einem Thermocycler: Die DNA wird bei 98°C geschmolzen. Je nach
Primer wird im nachsten Schritt die Temperatur zur spezifischen Bindung des Primers
abgesenkt. AnschlieRend wird die Temperatur auf 72°C angehoben, sodass die thermostabile
Q5-Polymerase den Komplementarstrang polymerisieren kann. Diese Zyklen werden
wiederholt, sodass sich im gunstigsten Fall bei jedem Durchgang die Menge des amplifizierten

Materials verdoppelt.

1. 98°C 30s

2. 98°C 5-10s

3. 50-72°C 10-30s Schritt 2.-4. 25-35 x wiederholen
4. 72°C 20-30s/kb

5. 72°C 2min

Tabelle 17: PCR-Zyklen fiir PCR mit Q5-Polymerase

Fir die gewilnschten Plasmide wird das Gen PPAN mit den Primern ,PPAN Dovetail
Ruckwarts-Primer” und ,PPAN Dovetail Vorwarts-Primer ohne ATG" aus humaner cDNA
amplifiziert. Die Temperatur in Schritt 3 wird fur PPAN bei 72°C gewahlt und Schritt 2-4 wird
35x durchgefuhrt.

3.2.3.2. Gel-Elektrophorese mit Agarose-Gelen

TAE Puffer

Agarose

6x DNA Loading Dye

Tabelle 18: Gelelektrophorese

Um die Lange des amplifizierten DNA-Fragments erkennen zu kénnen, wird das
Reaktionsgemisch in Agarose-Gelen aufgetrennt. Dafur wird 1%-Agarose in 1x TAE-Puffer

aufgeldst und in Gelkammern gegossen und mit Gelkdmmen versehen. Ein Marker mit DNA-
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Fragmenten definierter Gro3en wird neben den Proben aufgeladen. Die Proben werden mit 6x
DNA Loading Dye zum Beschweren versetzt und danach durch Elektrophorese nach der
Lange im Agarose-Gel bei ca. 80-200V aufgetrennt. Durch das interkalierende Ethidiumbromid
im TAE-Puffer fluoreszieren die DNA Fragmente nach Anregung mit UV-Licht.

3.2.3.3. DNA-Aufreinigung aus Agarose
Falls die DNA im Agarose-Gel weiterverwendet werden soll, kann es mit Hilfe des GeneJet
Gel Extraction Kit auf der Basis einer Ethanolfallung extrahiert werden. Daflr wurde die

Anleitung des Herstellers eingehalten (Thermo Scientific).

3.2.3.4. Restriktionsenzymverdau und Ligation

Im nachsten Schritt wird durch den Restriktionsenzymverdau der Ziel-Vektor an den
Restriktionsstellen aufgeschlossen. Die komplementaren Sequenzen am Ziel-Vektor sowie am
amplifizierten DNA-Fragment werden durch eine Ligase zu einem koharenten Strang

verbunden, sodass ein neues Plasmid entsteht.

10x NEB Buffer 3.1 1,5ul

Miu I/Not | jeweils 5U

DNA 1ug

H,O Bis zum Erreichen eines Gesamtvolumens
von 15l

Tabelle 19: Mlul- und NotI-Verdau

Fur die Generierung des Plasmids AAV-CAGGS-eGFP-PPAN wurde das Plasmid AAV-
CAGGS-eGFP-Podocin nach dem Protokoll in Tabelle 19 mit Mlul/Notl bei 37°C fur 90 min
verdaut. In Abbildung 4 ist die Plasmidkarte des Vektors AAV-CAGGS-eGFP dargestellt, aus
der AAV-CAGGS-eGFP durch Einbringung der Podocin-Sequenz generiert worden war.
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Abbildung 4: Plasmidkarte des Vektors AAV-CAGGS-EGFP.

Das Plasmid AAV-CAGGS-EGFP enthélt einen CAG Promotor aus einem CMV-enhancer, einem chicken B-actin
Promoter und einem bovine growth hormone (bGH) mit einem zusétzlichen Polyadenylierungssignal des bGH sowie
eine Ampicillin-Resistenzkassette im Vektor. Das Insert (Transgen) kann in 2 Homologie-Sequenzen des humanen
AAVS1-locus eingebettet werden. In diesem Abschnitt befindet sich eine Puromycin-Resistenzkassette. Bei
Einbringung einer proteinkodierenden Sequenz entsteht ein Fusionsprotein mit N-terminalem e GFP.

Quelle: Abbildung nach addgene.com: ,AAV-CAGGS-eGFP“!

Das Plasmid AAV-CAGGS-EGFP enthéalt einen CAG-Promotor aus einem CMV-enhancer,
einem chicken R-actin Promoter und einem bovine growth hormone (bGH) mit einem
zusatzlichen Polyadenylierungssignal des bGH sowie eine Ampicillin-Resistenzkassette im
Vektor. Das Insert (Transgen) kann in 2 Homologie-Sequenzen des humanen AAVS1-locus
eingebettet werden. In diesem Abschnitt befindet sich eine Puromycin-Resistenzkassette. Bei

Einbringung einer proteinkodierenden Sequenz entsteht ein Fusionsprotein mit N-terminalem
eGFP.
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Fur die Generierung des Plasmids pcDNAG-3xFLAG-PPAN wurde das Plasmid pcDNAG-
3xFLAG-Podocin ebenfalls mit den Reagenzien aus Tabelle 19 bei 37°C fur 90 min verdaut.
Bei Einbringung eines Protein-kodierenden DNA-Abschnitts mit Hilfe von MIul/Notl-Verdau
entsteht ein Fusionsprotein mit N-terminalem 3xFLAG. In Abbildung 5 ist beispielhaft ein
kommerziell erhaltlicher pcDNAG-Vektor mit Axin1-Insertion dargestellt.
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Abbildung 5: Plasmidkarte des Vektors pcDNAG6-3xFLAG-Axin1.
Beispielhafte Darstellung eins pcDNA6-Vektors. Der pcDNA6_3XFLAG-Vektor ist mit einem SV40 Promotor, CMV

Promotor und mit einer Ampicillin-Resistenzkassette ausgestattet. Das FLAG-Tag ist N-terminal vor der
proteinkodierenden, insertierten Sequenz, sodass ein Fusionsprotein entsteht.

Quelle: Abbildung nach addgene.org: ,pcDNA6-3XFLAG-Axin1“117.118

Der Restriktionsverdau des amplifizieten PPAN-Fragments erfolgt durch das
Restriktionsenzym Bpil, da die Enzyme Mlul und Notl Schnittstellen mitten im PPAN-Fragment
finden wirden und das Restriktionsenzym Bpil bei entsprechendem Primerdesign

komplementare Uberhange an den Restriktionsstellen von MIul/Notl hinterlassen kann.

44



DNA 1ug

100mM DTT 0,3ul

10X Y+/Tango™ buffer 3ul

Bpil 10U/ul 1,5ul

H,0 Ad 30l

Tabelle 20: Bpil-Verdau

Fir den Bpil-Verdau werden die oben genannten Reagenzien (Tabelle 20 mit der
amplifizierten PPAN-DNA pipettiert, im Vortexer vermischt, 3-5 s =zentrifugiert und
anschliefRend bei 37°C fur 60 min inkubiert. Danach folgt eine Inaktivierung der Reaktion bei
65°C fur 20 min.

Far die Ligation wird das Reaktionsgemisch auf Eis angesetzt (Tabelle 21) und die Ligase als
letztes hinzugefugt. Bei ,sticky ends” werden 10 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur oder
bei 16°C uber Nacht bendtigt. Die Inaktivierung erfolgt bei 65°C fur 10 min.

Fir die Generierung des Plasmids AAV-CAGGS-eGFP-PPAN wurde hier die Vektor-

DNA AAV-CAGGS-eGFP-Podocin mit dem amplifizierten PPAN-Gen in einen
Ligationsansatz gegeben (Tabelle 21). Fur die Generierung des Plasmids pcDNAG-
3xFLAG-PPAN wurde der Vektor aus dem Verdau des pcDNAG-3XFLAG-Podocin mit

dem amplifizierten PPAN-Fragment ebenfalls in einen separaten Ligationsansatz

gegeben (Tabelle 21).

T4 DNA-Ligase Buffer (10x) | 2ul

Vektor DNA 50ng

DNA-Einsatz Ca. 50ng

Nuklease-freies Wasser | Auf 20yl

T4 DNA-Ligase 1ul

Tabelle 21: Ligationsansatz

3.2.3.5. Transformation von chemokompetenten Bakterien
In der folgenden Methode geht es um die Vervielfachung des neu produzierten Plasmids durch
Bakterien, die die Plasmide aufnehmen wund im Rahmen des exponentiellen

Bakterienwachstums replizieren. Dafir werden E.coli DH10 Bakterien benutzt.
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Fur die Chemokompetenz werden die E.coli Bakterien im Psi broth-Medium bei 37°C in 500mi
bei 120rpm kultiviert, bis sie eine optische Dichte von 0,6-0,8 erreicht haben (entspricht ca 108
Zellen/ml). Nach Abkihlung auf Eis fur 15-30 min werden die Bakterien bei 4000rpm 15 min
bei 4°C pelletiert und in 200ml 4°C Tfbl resuspendiert. Nach Transfer in ein 250ml
aufnehmendes Reaktionsgefal® und weiteren 15 min Inkubation auf Eis werden die Bakterien
erneut bei 4000rpm und 4°C fir 15 min pelletiert. Das Pellet wird in 10-20ml Tfbll
resuspendiert, a 100ul aliquotiert und nach eintauchen in flissigem Stickstoff bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert.

Die Bakterien und SOC-Medium werden auf Eis aufgetaut. Dann kdénnen 25ul der Bakterien in
ein 1,5ml Reaktionsgefal® gegeben werden. Aus der vorherigen Ligation (siehe 3.2.3.4.)
werden Sul mit dem gewunschten Plasmid hinzugegeben. Nach weiteren 10 min Inkubation
auf dem Eis wird im 42°C Wasserbad fur 45 Sekunden ein Hitzeschock durchgefuhrt. Fir 2
min wird das Reaktionsgefal® erneut auf Eis abgekuhlt. AnschlieRend werden 175ul des
nahrstoffreichen SOC-Mediums zu den Bakterien gegeben und 30 min lang in einem
Thermoblock bei 37°C mit 800-1200rpm geschittelt. Zur Selektion der Bakterien mit dem
Plasmid werden 50-100ul der Bakterien auf einer vorbereiteten Agar-Platte (Raumtemperatur)
ausgestrichen und getrocknet. Das Agar enthalt bei Ampicillin-Resistenz-Kassette im pcDNAG-
Vektor sowie im AAV-CAGGS-Vektor Ampicillin in einer Konzentration von 100ug/ml im Agar.
Uber Nacht erfolgt nun eine Inkubation bei 37°C, wonach transformierte Kolonien sichtbar
werden. Diese werden zur Vermehrung mit einer Pipettenspitze angestochen und in 3 ml LB-
Medium uber Nacht bei 37°C im Inkubationsschuttler inkubiert. In das Medium wird
entsprechend der Resistenzkassette im Vektor Ampicillin zur Selektion hinzugefugt Die
Plasmide werden mit Hilfe des Genedet Plasmid MiniPrep Kits (Thermo Scientific)
membranbasiert durch Aufreinigung an einer Silikasaule isoliert.

Die Plasmid-Konzentrationen werden durch die Verwendung des NanoDrop
spektrophotometrisch ermittelt. Es werden die Absorptionen bei 260nm und 280nm
Wellenlange gemessen. Ein Quotient aus den Absorptionen bei 260nm und 280nm bei ca. 1,8
zeigt einen hohen DNA-Anteil an. Die absolute Konzentration wird nachfolgend aus der
Absorption bei 260nm aus dem Lambert-Beer'schen Gesetz E; = ¢; X ¢ X d ausgerechnet
(E; = Extinktion, ¢ = Konzentration, &; = Extinktionskoeffizient, d = Schichtdicke des

durchstrahlten Korpers).

3.2.3.6. Sequenzierungen

Die Sequenzierungen erfolgen auf der Grundlage der Kettenabbruchmethode nach Sanger.
Hierfur wird die gewlinschte DNA nach folgendem Protokoll (Tabelle 22 pipettiert und nach
dem Protokoll in Tabelle 23 im Thermocycler inkubiert. Nachfolgend erfolgt die eigentliche

Sequenzierung durch das Cologne Center for Genomics (CCG).
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BigDye®Terminator v3.1 0,25yl
5x BigDye® sequencing 2,254l
buffer

Primer (1uM) 2l
DNA-Probe 200ng
ddH-O Auf 10pl

Tabelle 22: BigDye-Pipettierschema

1. Schritt: 96°C fir 1 min

2. Schritt: 96°C fir 10 s

3. Schritt: 55°C fur 5 s Schritt 2.-4. 39x wiederholen
4. Schritt: 60°C fir 4 min

Tabelle 23: BigDye-PCR-Protokoll

3.2.4. Transiente Transfektionen

3.2.4.1. CaPOs-Transfektion

CaCl> 0,25M 500l
2xHEBS 500l
DNA (Plasmid) Circa 5-10pg

Tabelle 24: CaPO,-Transfektionslésung

Fir die Transfektion einer 10cm Zellkulturschale mit 10ml Medium werden 1ml
Reaktionslosung gebraucht. Die Zellen sollten dafir moglichst vereinzelt, in der
Zellkulturschale verteilt, wachsen. Die Kalziumchloridlésung wird mit der DNA in ein 1,5ml
Reaktionsgefal® pipettiert und unter Durchmischung auf dem Vortexmischer trépfchenweise
mit dem HEBS-Puffer vermischt. Die Ldsung wird gleichmallig auf den Zellen in der

Zellkulturschale verteilt und nach 6-8h durch neues Medium ausgetauscht.

3.2.4.2. Transfektion mit Lipofectamine 2000 DNA Transfection Reagent

Opti-MEM 2x 150yl

Lipofectamine 2000 Transfection reagent | 10ul

DNA (Plasmid) 2ng
Tabelle 25: Transfektion mit Lipofectamine 2000 DNA Transfection Reagent

Die Zellen sollen daftir mit einer Konfluenz von circa. 70-90% vorbereitet werden. Fir ein Well

einer 6-Well Zellkulturplatte werden in 2 separaten 1,5ml Reaktionsgefalien in je 150ul Opti-
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MEM Medium zum einen 10ul des Lipofectamine 2000 Transfection reagent und zum anderen
2ng des gewulnschten Plasmids hinzugegeben. Beide Losungen werden durch 10x Pipettieren
vorbereitet und anschlieliend erneut durch 10x Pipettieren miteinander vermischt. Nach 5 min
Inkubationszeit wird die LOsung vorsichtig auf die Zellen getropfelt. Ein Medienwechsel ist nicht

ndtig und die Inkubationszeit betragt ein bis drei Tage.

3.2.4.3. Transfektion mit Lipofectamine RNAIMAX fiir siRNA

Opti-MEM 2x 200yl

Lipofectamine RNAIMAX 7ul

20puM-Stammldsung siRNA 2,44l

Tabelle 26: Transfektion mit Lipofectamine RNAiIMAX fiir siRNA

Um siRNA fur einen Knock-down in die gewunschten Zellen einzubringen, sollen die Zellen
bei einer Konfluenz von circa 60% vorliegen. In 2 ReaktionsgefalRen werden zum einen 7l
des Lipofectamine RNAIMAX mit 200ul Opti-MEM Medium und zum anderen 200ul Opti-MEM
Medium mit 2,4ul einer 20uM-Stammldsung siRNA zuerst separat vermischt und anschlieRend
zusammen in ein Gefal pipettiert. Nach 20 min Inkubation wird die Lésung sehr vorsichtig auf

die Zellen getropft. Nach 1-3 Tagen ist die hdchste Effizienz zu erreichen.

3.2.5. Generierung einer transgenen Zelllinie unter Verwendung von Zinkfinger-
Nukleasen (TALEN)

Mit Hilfe der stabilen Integration ist es mdglich eine Sequenz in das Genom der gewtinschten

Zelle einzubringen und fortlaufend exprimieren zu lassen. Die Integration erfolgt bei humanen

Zellen in den AAVS7-locus. Daflir werden Plasmide flr die Expression von 2 Nucleasen

(TALEN=Transcription activator-like effector nucleases) gebraucht, die an kodierter Stelle im

Genom einen Doppelstrangbruch induzieren'®.

An dieser Stelle wird nachfolgend die
kodierende Sequenz flir ein N-terminales eGFP-Fusionsprotein mit PPAN aus einem weiteren

Plasmid mittels homology directed repair (HDR) eingefugt''*°.

Um eine Integration in einer gewlnschten Zelle durch diese Methode zu erreichen, wurde mit
Hilfe von transienter Transfektion (siehe 3.2.4.1. und 3.2.4.2.) in einer Kammer der 6-Well
Zellkulturplatte 1ug des AAV-CAGGS-eGFP-PPAN Plasmids und je 0,25ug der fur den linken
und rechten Arm der TALEN kodierenden Plasmide transfiziert. Auf Basis der vorhandenen
Puromycinresistenzkassette in der zu integrierenden DNA wird durch Zugabe von Puromycin
zum Nahrmedium in einer Konzentration von 2ug Puromycin/ml Medium bei HEK293T-Zellen

und HKC-8 Zellen eine Selektion der erfolgreichen Integrationen durchgefuhrt.
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Wahrend die Detektion von GFP-Signal unter dem Fluoreszenz-Mikroskop ein Hinweis fir die
gelungene Transfektion ist, ist die Integrations-PCR ein Nachweis dariber, ob der AAVS17-

locus leer ist oder eine Integration vorliegt (Abbildung 6).

AAVS Locus 1 Primer AAVS Locus 3 Primer

Leerer AAVS1-Locus: Homologie-Sequenz I Homologie-Sequenz I

\_Y_}

1935kb PCR-Produkt

AAVS Locus 1 PrimerAAVS Locus 2 Primer AAVS Locus 3 Primer

AAVS1 Locus mit integriertem m_ o __ mm
fremdem DNA-Abschnitt: I Homologie-Sequenz I Integrierte DNA l Homologie-Sequenz

1180kb PCR-Produkt

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Prinzips der Integrations-PCR.

Bei leerem AAVS1-Lokus definieren die Primer AAVS Locus 1 und AAVS Locus 3 auf den Homologie-Sequenzen
ein 1935bp langes PCR-Produkt. Die Primer AAVS Locus 1 und AAVS Locus 2 definieren ein 1180bp Produkt, das
bei Integration entsteht. AAVS Locus 2 setzt dabei im integrierten DNA-Abschnitt an. Wenn nach einer Integrations-
PCR an einer Zelllinie beide PCR-Produkte nachgewiesen werden kénnen, ist von einer Heterozygotie beziiglich
der Integration auszugehen.

3.2.6. Quantifizierung zellularer RNA-Menge
Zur Quantifizierung von RNA in Zellen wurde eine quantitative PCR nach reverser
Transkription von RNA in cDNA durchgefuhrt.

3.2.6.1. RNA-Extraktion

Zur Isolierung der RNA aus mit einem Schaber geernteten Zellen aus einem Well einer 6-Well-
Zellkulturplatte wurde das Direct-zol™ RNA MiniPrep-kit (Zymo Research) nach
Herstellerangaben verwendet. Nach der Eluierung der RNA mit Wasser wird die RNA im
NanoDrop quantifiziert. Durch Gelelektrophorese wird die Qualitat der RNA geprtft, indem das
Vorhandensein und die Bandenstarke der 18S und 28S rRNA-Banden visuell gepruft und
damit die Degradation der RNA beurteilt wird. Es werden nur Proben weiterverwendet, die

keine Anzeichen sichtbarer Degradation tragen.

3.2.6.2. Reverse Transkription

Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte durch die Methode der RT-PCR mit zufalligen
Hexamerkombinationen als Primer und einer Reversen Transcriptase mit dem High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) und maximal 1ug RNA pro Ansatz nach

Herstellerprotokoll.
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3.2.6.3. Extraktion genomischer DNA

Fir die gPCR ist auch genomische DNA notwendig, um an ihr die Spezifitdt der gqPCR-Primer
fur die gewlnschte DNA zu testen. Fur die Extraktion der gesamten DNA einer Zelle ist es
notig das Zellmaterial im 1:1 Verhaltnis mit einer Mischung aus Phenol, Chloroform und
Isoamyl Alkohol (25:24:1) zu vermischen. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei
Raumtemperatur bei 16000G wird die wassrige Phase in ein anderes Reaktionsgefal
Ubertragen. Fur die Prazipitation mit Ethanol wird 1/10 des Volumens in Form von NaOAc pH
5,2 und ein 2,5-faches an Volumen 100% Ethanols hinzugeflgt. Zur Ausfallung werden 1 h
bei -80°C oder eine Nacht bei -20°C bendtigt. Im nachsten Schritt wird das Reaktionsgefaf’
bei 16000G bei 4°C 30min lang zentrifugiert, sodass die ausgefallene DNA pelletiert wird. Das
Pellet wird nach Abnahme des Uberstands mit 70% Ethanol gewaschen und danach erneut
bei 16000G 2 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet muss bei Raumluft getrocknet werden, um

das restliche Ethanol zu entfernen. Geldst wird die DNA anschlieRend mit Wasser.

3.2.6.4. qPCR

Bei der quantitativen PCR (qPCR) wird die umgeschriebene cDNA mit zusatzlicher Zugabe
vom interkalierendem Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green amplifiziert. Die verwendeten
Primer werden dabei so ausgewdahlt, dass sie spezifisch einen Teil des gewinschten
Bereiches amplifizieren und bei Anwendung von SYBR® Green maximal 300 Basenpaare
betragen''. Es wird dabei bevorzugt ein Abschnitt genommen, der zwei aneinander
grenzende Exons umgibt, um die Amplifikation genomischer DNA zu vermeiden''. Ob eine
Amplifikation genomischer DNA durch das gewahlte Primerparchen eintritt, wird auf
genomischer DNA getestet.

Um die Effizienz der PCR zu berechnen, werden verschiedene Konzentrationen der cDNA
amplifiziert (50ng-0,5ng-0,05ng). Die Effizienz sollte im |dealfall bei 100% liegen, was einer
Verdopplung der DNA pro PCR-Zyklus gleichkdme. Eine Schwankung der Effizienz zwischen
90-110% wird akzeptiert. In der Dissoziationskurve des PCR-Produkts sollte nur ein Produkt
bei der erwarteten Schmelztemperatur detektiert werden, um die Spezifitdt der ausgewahlten
Primer zu belegen'?'. Der Ansatz fiir die gPCR wird aus dem Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), den ausgewahlten Primern (100 yM im Verhaltnis 1:1
Vorwarts- und Ruckwartsprimer) und 1ul cDNA in gewinschter Konzentration hergestellt. Es
wird ein Reaktionsvolumen von 25ul/pro Well der 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die gqPCR
wird bei jedem Durchlauf auch mit Primern fur R-Aktin (ACTB) und Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT) durchgefihrt, da die Expression dieser Gene als
vergleichsweise stabil gilt'*?. Die Expressionslevels der zu untersuchenden Gene werden

nachfolgend auf die Expression der Referenzgene normalisiert und der Mengenunterschied in
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den Untersuchungsproben von dem Zyklus der Detektionsgrenze abgeleitet. Dafir wird die
27-AACt Methode verwendet'?'.

3.2.7. Nachweis von Proteinen aus Zelllysaten

3.2.7.1. Western Blot

Zellernte und Aufbereitung der Proben:

PBS 1ml
iClip Lysis Buffer 500ul
2x Lammli-Puffer+DTT Ca. 500pl

Tabelle 27: Reagenzien zur Zellaufbereitung fiir Western Blot

Zur Herstellung von Zelllysaten werden die Zellen aus einem nahezu konfluenten Well einer
6-Well-Zellkulturplatte mit PBS-Puffer abgewaschen, mit einem Schaber von der
Zellkulturschale geldst, in 1ml PBS-Puffer (4°C) resuspendiert und in einem 1,5ml
Reaktionsgefalt 5 min bei 20817G zentrifugiert. Nach Absaugung des PBS-Uberstandes wird
500yl iClip Lysis Buffer dazugegeben und das Pellet resuspendiert. Wenn das gesuchte
Protein in intrazelluldaren Kompartimenten wie dem Zellkern lokalisiert ist kann eine
Homogenisierung mittels Ultraschall zwischengeschaltet werden. Dieser Schritt besteht aus 5
Zyklen a 30 s mit anschlieRenden 30 sekiindigen Ruhephasen im Sonicator Bioruptor Pico®.
Nach einer weiteren Zentrifugation fir 10 min bei 20817G, die die Zelltrummer aus der
Suspension pelletieren soll, wird der Uberstand mit 2x Lammli-Puffer+DTT zu gleichen Teilen

vermischt und 5 min bei 95°C erhitzt.

Gel-Elektrophorese:

Fir eine Gel-Kassette wird zuerst fur das Trenngel eine Mischung aus 50% Puffer A, dem
gewunschten Anteil Acrylamid, 1%APS und 0,15% TEMED und ddH.O (siehe Tabelle 28) in

die leere Gel-Kassette gegeben und wahrend des Polymerisierens von 2-Propanol bedeckt.

Puffer A 10ml

Acrylamid je nach Proteingrofie zwischen 8 und 15%
APS 200ul

TEMED 30l

ddH20 auf 20,23ml

Tabelle 28: Trenngel
Wenn das Gel fest ist, wird das 2-Propanol entfernt und das Sammelgel aus 50% Puffer B, 5%

Rotiphorese Gel, 1%APS und 0,15% TEMED und ddH.O (siehe Tabelle 29) im selben
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Verfahren auf das Trenngel in der Kassette gegossen und durch einen Kamm mit

Aussparungen versehen.

Puffer B 2,5ml
Acrylamid 0,6ml
APS 50ul
TEMED 7,5ul
ddH.O auf 5,06ml

Tabelle 29: Sammelgel

Die Proteine werden im feinporigen Polyacrylamid-Gel ihrer Grof3e nach aufgetrennt, indem
elektrische Spannung (80V fir 20 min + 200V fur 50 min) angelegt wird. In jeder Gelkasette
wird in einem Well eine Mischung farbig markierter Proteine mit bekannten Langen ebenfalls
aufgetragen (PageRuler Plus™ Prestained Protein Ladder).

Blotting und Visualisierung durch Antikdrperbindung:

Um die gewlnschten Proteine nun mit einem spezifischen Antikdrper detektieren zu kénnen,
werden die Proteine aus dem Gel auf eine Membran (PVDF) tbertragen. Daflr wird auf die
mit Methanol aktivierte Membran das Gel mit den aufgetrennten Proteinen gelegt und
zwischen 2 Filterpapieren in der Transferkammer zusammengepresst. Angefeuchtet mit
Transferpuffer wird durch elektrische Spannung der Ubertritt der negativ geladenen Proteine
auf die Membran gewahrleistet (12V 60 min). Die unspezifischen Proteinbindungsstellen der
PVDF-Membran werden mit 5% BSA-Lésung in Waschpuffer blockiert (1 h bei RT). Nach
dreimaligem Waschen mit Waschpuffer fir je 3 min, kann der Primarantikdérper im Waschpuffer
auf die Membran gegeben werden und auf einem Rollenmischer 1 h bei RT oder bei 4° Gber
Nacht inkubiert werden. Nach erneutem viermaligem Waschen a 5 min im Waschpuffer wird
der sekundare Antikérper, dessen Fab-Fragment gegen das Fc-Fragment des
Primarantikérpers gerichtet ist, im Waschpuffer zur Membran gegeben. Der
Sekundarantikdrper wird fur 1h bei RT inkubiert. Nachfolgend wird die Membran mit ECL-

Losung bedeckt und die Fluoreszenz im Chemolumineszenz-Imager gemessen.

3.2.8. Immunfluoreszenzfarbungen

Fur die Immunfluoreszenzfarbung von Zellen werden die Zellen auf Deckglaschen passagiert,
die vorher mit Kollagen beschichtet werden. Dafiir missen die in der 12-oder 24-Well-
Zellkulturplatte steril verteilten Deckglaschen mit Collagen | (verdunnt auf 50ug/ml in 20mM
Essigsaure) bedeckt, fir mindestens 30 min bei 37°C inkubiert und nach Absaugung der
Kollagenldsung getrocknet werden. Wenn die Zellen die gewunschte Konfluenz erreicht

haben, wird das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS vorsichtig gespdult.
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Anschliefend wird eine 4% PFA-LOsung fur 10-15 min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
der Proben mit PBS*-Puffer werden die unspezifischen Proteinbindungsstellen mit 5%igem
Esel-Serum in PBST-Puffer flr 1h bei RT geblockt. Nach erneutem dreimaligem Waschen der
Proben mit PBST-Puffer wird der primare Antikdrper in entsprechender Verdinnung fir 1-2h
bei Raumtemperatur oder uber Nacht bei 4°C auf die Zellen gegeben. Nach dreimaligem
Waschen der Proben a 5-15min mit PBS*-Puffer, wird die Lésung auf den Deckglaschen
gegen eine Verdlinnung mit dem sekundaren Antikérper ausgetauscht und erneut 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend werden durch drei Waschschritte a 5-15min mit PBS*-
Puffer ungebundene Antikdrper entfernt. Das Deckglaschen wird in destilliertes Wasser
getaucht und mit 8-10ul Eindeckmedium mit DAPI (ProLong™ Diamond) auf einem
Objekttrager fixiert. Nach Trocknung Uber Nacht kann das Praparat unter dem
Fluoreszenzmikroskop  begutachtet werden. Hierfur werden die Objekte am
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 mit ApoTome 1 mit einer VergroRerung von 63X, 40X und
20X mikroskopiert. Zur Anregung der Fluorophore wird der jeweilige Kanal (DAPI, GFP und
Cy3) im Gerat je nach Fluorophor am Sekundarantikdrper ausgewahlt und die Belichtungszeit
fur die einzelnen Antikérper und Proben gleich gehalten. Die Verarbeitung der Bilder erfolgte

mit Hilfe des Programms Zen (blue edition).

3.2.9. Statistische Analysen

Statistische Auswertungen der Messergebnisse wurden mit Hilfe des Programms Prism
generiert. Zur statistischen Analyse von Unterschieden in Mittelwerten in Bezug zu einem
Faktor wurde bei 2 Vergleichsgruppen der t-test, bei 2 Vergleichsgruppen die mehrfach unter
verschiedenen Konditionen verglichen werden sollten der multiple t-test und ab 3
Vergleichsgruppen der One-way ANOVA verwendet. Wenn der Mittelwert in Bezug auf 2
unabhangige Faktoren gleichzeitig untersucht werden sollte, dann wurde der two-way ANOVA
verwendet. Wenn in den ANOVA-Anlaysen eine statistisch signifikante Abweichung eines
Mittelwerts ermittelt wurde, war es notwendig mit Hilfe des Tukey’s multiple comparison test

zu analysieren, welcher Mittelwert im Einzelnen von welchem abweicht.
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4. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es ein Zellkulturmodell aufzustellen, an dem molekulare Mechanismen
der Prakonditionierung weiter erforscht werden kdénnen. Das Modell sollte ein
Schadigungsmodell beinhalten, welches die zellularen Mechanismen bei akuter
Nierenschadigung imitiert und ein vorgeschaltetes Protokoll zur Prakonditionierung durch
Hypoxie oder Restriktion schwefelhaltiger Aminosauren enthalt. Dafir wurde zuerst eine
reprasentative Zelllinie fur die Niere ausgewahlt und ein Schadigungsmodell mit Cisplatin
erarbeitet, da Cisplatin haufig akutes Nierenversagen im Menschen herbeifiihrt'? und in
Zellkultur gut untersuchbar ist. Flr die Prakonditionierung wurden verschiedene Zeitintervalle
der Hypoxie oder spezielle Zellkulturmedien getestet. Nachfolgend wurde die Bedeutsamkeit
der RBPs PPAN und MEX3C fur das Zelliberleben nach Cisplatinschadigung und fur die
Prakonditionierung weiter beleuchtet. Durch ihre RNA-Bindungseigenschaft und Regulation im
Zusammenhang mit Apoptose, Autophagie, Ischdmie und Energiestoffwechsel erscheint es
besonders sinnvoll, die Proteine auf Regulation im Hinblick auf akute Nierenzellschadigung

und Prakonditionierung im Zellkulturmodell zu untersuchen.

4.1. Auswahl einer immortalisierten Nierenzelllinie fiir das Zellkulturmodell

Fur das Zellkulturmodell einer Nierenschadigung wurde die Zelllinie HKC-8 aus dem

t95

proximalen Tubulus von humanen Nieren ausgewahlt™. Zur Komplettierung der bisherigen

bekannten Charakterisierung wurden Eigenschaften der Zelllinie in ausdifferenziertem
Zustand untersucht®®.

Partitioning defective 3 homolog (PARD3) ist in Epithelien grundlegend an der Zellpolaritat und
an der Bildung von Tight Junctions beteiligt'?*. In der Immunfluoreszenzfarbung konnte PARD3
in differenzierten HKC-8-Zellen in der gesamten Zellmembran angefarbt werden (Abbildung
7A). B-Catenin ist ein Bestandteil von Zonulae Adhaerens, der in HKC-8-Zellen bereits an der
125

Zellmembran nachgewiesen wurde
7B).

und erfolgreich reproduziert werden konnte (Abbildung
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Uberlagerung

R-Catenin . ' Uberlagerung

Abbildung 7: HKC-8-Zellen bilden Marker fiir Zell-Zellkontakte aus.

(A) Immunfluoreszenzfdrbung mit einem Primérantikbérper gegen PARD3 und Alexa488-Anti-Kaninchen als
Sekundérantikérper auf ausdifferenzierten HKC-8-Zellen. N=1 biologische Replikate. (B) Immunfluoreszenzfarbung
mit einem Primérantikbrper gegen [-Catenin und Alexa488-Anti-Maus als Sekundérantikbrper auf
ausdifferenzierten HKC-8-Zellen. N=1 biologische Replikate. Die Mal3stabsleisten entsprechen 50um.

Primarzilien fungieren als Sensor extrazellularer Bedingungen und kdénnen nach Reizung
essenzielle Signalwege zur Steuerung von Entwicklung, Polarisierung und Funktion der
entsprechenden Organe initiieren'®. Ein einzelnes Primérzilium wird dabei jeweils von nahezu

jeder Zelle, auch von proximalen Tubuluszellen'?’, exprimiert und bei Mitose abgebaut'?®.

Spezifische Zilienmarker (Pericentrin, azetyliertes Tubulin und ADP-ribosylation factor-like
protein 13B (ARL13b)) wurden in ausdifferenzierten HKC-8 Zellen angefarbt. Acetyliertes
Tubulin ist unter anderem Bestandteil von Mikrotubuli im Axonem von Primarzilien''®'2°
(Abbildung 8A), Pericentrin befindet sich im Basalkdrper des Primarziliums'° und ARL13b ist
eine GTPase, die in Zilien am Axonem lokalisiert ist und auch Transportfunktionen fur Proteine
in die Zilie hat™'. In Abbildung 8B und 8C wird sichtbar, dass die Proteine ARL13b und
azetyliertes Tubulin aneinandergereiht als diinne Linien sichtbar werden und Pericentrin am

Ende eines jeden Axonems lokalisiert ist.
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ARL13B i Uberlagerung

Abbildung 8: HKC-8-Zellen bilden Zilien aus.

(A) Schematische Darstellung eines Primérziliums und einiger assoziierter Proteine. Das Primérzilium ist eine
Ausstlilpung der Zellmembran gestlitzt durch ein Cytoskelett, das aus einem Axonem aus 9 Mikrotubuli-Paaren
verbunden mit einem Basalkérper besteht!?s. Die Proteine Pericentrin und Centrosomal protein of 164 kDa
(CEP164) sind im Aufbau der Basis des Ziliums beteiligt, wédhrend Tubulin das Grundgeriist der Mikrotubuli
bildet!15130131 - ADP-ribosylation factor-like protein 13B (Arl13b) und Intraflagellar transport protein 88 homolog
(IFT88) sind Proteine, welche fiir die Transportvorgdnge entlang des Cytoskeletts bedeutsam sind!31132. (B)
Immunfluoreszenzférbung ausdifferenzierter HKC-8-Zellen mit Primérantikbrpern gegen azetyliertes Tubulin und
Pericentrin und mit den Sekundérantikbrpern Alexa488-Anti-Maus und Cy3-Anti-Kaninchen. N=3 biologische
Replikate. Die Ma3stabsleiste entspricht 20um. (C) Immunfluoreszenzfdrbung von ausdifferenzierten HKC-8-Zellen
mit Antikérper gegen ARL13b und Cy3-Anti-Kaninchen als Sekundérantikérper. N=1 biologische Replikate. Die
Malstabsleiste entspricht 50um.

Allerdings konnten auf denselben Zellen zwei weitere bekannte zilidre Proteine (Intraflagellar
transport protein 88 homolog (IFT88) und Centrosomal protein of 164 kDa (CEP164)) nicht
detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die HKC-8 Zellen Differenzierungsmerkmale

exprimieren.

4.2. Modelle der akuten Nierenschadigung in der Zellkultur

4.2.1. Etablierung des Cisplatin-Schadigungsmodells
Mit den humanen HKC-8-Zellen wurde ein Zellkulturmodell der akuten Nierenschadigung
aufgebaut. Hierfur wurde das Modell der Cisplatin-induzierten Nierenschadigung, dass sowohl

133134 wie auch in Zellkultur™® durchgefiihrt wird, als Vorlage verwendet und die

in Nagetieren
genauen Konditionen fiir die Zellkultur erarbeitet. Das Uberleben wurde anhand der
Metabolisierung des Indikators (XTT oder Resazurin) gemessen.

Zur Sondierung der notwendigen Zeitspanne fur die Behandlung mit Cisplatin erfolgte zuerst
ein Versuch mit 8h Behandlungsdauer (Abbildung 9A). Da hierbei kein Unterschied im
Zelliberleben zwischen den einzelnen Konzentrationen zu erkennen war, wurde mit einer
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Expositionsdauer von 24h fortgefahren. Hier zeigte sich ein reproduzierbarer Dosis-
Wirkungseffekt (Abbildung 9B). Eine Verlangerung der Anwendung auf 48h konnte den Anteil
lebendiger Zellen nicht starker reduzieren (nicht gezeigt). Der Vergleich zwischen der
etablieten  HK2-Zelllinie und der HKC-8-Zelllinie zeigte nach  einmaliger
Versuchsdurchflihrung eine dhnliche Dosis-Wirkungsbeziehung nach 24h Cisplatinexposition

(Abbildung 9C).
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Abbildung 9: Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen Cisplatin und den Zelllinien HKC-8 und HK2.

(A) Messung des Zelliiberlebens von HKC-8-Zellen nach 8 h Cisplatinexposition (XTT). N=1 biologische Replikate.
Standardabweichung von N=4 technischen Replikaten angezeigt. (B) Messung des Zelliiberlebens von HKC-8-
Zellen nach 24h Cisplatinexposition (XTT). Abbildung représentativ fiir N=3 biologische Replikate. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung von N=5 technischen Replikaten bei einem repréasentativen Versuch an. (C)
Messung des Zelliiberlebens von HK2-Zellen nach 24 h Cisplatinexposition (XTT). N=1 biologische Replikate. Die
Fehlerbalken zeigen eine Standardabweichung von N=5 technischen Replikaten an.
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Als nachstes wurde die Cisplatinkonzentration ausgewahlt, die notwendig ist, um das
Uberleben um circa 50% zu reduzieren (LD50). Ausgehend von den Ergebnissen in Abbildung
9 wurden fur das Schadigungsmodell die Konzentrationen 50uM und 100uM Cisplatin
ausgewahlt.

Wahrend der Durchfiihrung der oben genannten Versuche fielen ab Konzentrationen von
400uM Cisplatin optische Veranderungen der Zellkerne auf. Sie waren starker kontrastiert und
verkleinert, ahnlich wie die Veranderungen, die bei Kernpyknose auftreten. Bei diesen

Cisplatinkonzentrationen war auch die Ablosung der Zellen durch Trypsin kaum mehr moglich.

Um durch das Zellkulturmodell eine mdglichst hohe Anndherung an den
Schadigungsmechanismus in akuten Nierenschadigungen zu erreichen, wurde angestrebt,
dass sich die HKC-8-Zellen zum Zeitpunkt der Schadigung in einem differenzierten Zustand
befinden. Differenzierung wird durch eine volle Konfluenz und Serumentzug erreicht (siehe
Protokoll 3.2.1.3.) und fuhrt zu einer hohen Zelldichte. Laut Herstellerangaben besteht bei
Verwendung der Reagenzien XTT oder Resazurin bei hohen Zellzahlen keine Linearitat mehr
zum Uberleben. Daher konnte die Messung der Schadigung mit XTT oder Resazurin auf
konfluenten Zellen mit konsekutiv hdheren Zellzahlen als in den Experimenten zu Abbildung 9
nicht durchgeflihrt werden. Eine einmalige Prifung der Herstellerangabe zeigte bei hohen
Zellzahlen (> 50.000/Well) wie erwartet eine Sattigung der XTT-Metabolisierung (Abbildung
10). Daher wurde mit einer Zellzahl von 10.000/Well fortgefahren.
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Abbildung 10: Messung des Zelliiberlebens mit XTT bei hohen Zellzahlen.
Messung des Zellliberlebens (XTT) bei hohen Zellzahlen (HKC-8). Angegebene Zellzahlen beziehen sich auf den
Zeitpunkt des Passagierens. N=1 biologische Replikate.

Zusammengefasst wurden folgende ermittelte Konditionen fur das Schadigungsmodell
ausgewahlt: 10.000 Zellen/Well werden fir 24h mit 50uM oder 100uM Cisplatin inkubiert und
das Uberleben im Anschluss gemessen. Das Protokoll zur Ausdifferenzierung durch Konfluenz

und Serumentzug wurde nicht durchgefiihrt, da bei hoher Zellzahl/Well bei der gewahlten

Messmethode keine Linearitat mehr vorliegt.
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4.2.2. Cisplatin bewirkt Apoptose und Proliferationshemmung in HKC-8-Zellen

Cisplatin kann im beschriebenen Modell den Zelltod induzieren, kénnte den Effekt auf die
Anzahl Uberlebender Zellen aber auch durch eine Proliferationshemmung erwirken. Aus
diesem Grund wurden sowohl zellulare Proliferation als auch Apoptose nach Cisplatin-

Behandlung zusatzlich separat untersucht.

Fir die Feststellung der Proliferationshemmung wurden zum einen die Zellzahlen vor und nach
Cisplatineinwirkung bestimmt. Dabei ist in Abbildung 11 zu sehen, dass die Zellzahlen vor
Versuchsstart und nach Behandlung mit 50pM und 100uM Cisplatin annahernd gleichblieben.
In der Kontrollgruppe ohne Cisplatineinwirkung vervierfachte sich die Zellzahl innerhalb der
Versuchsdauer von 24h. Die Ausfihrung, bei der zum Zeitpunkt des Experimentstarts mit
10.000 Zellen/Well im 96well begonnen wurde, liegt in N=1 Versuchsdurchfihrungen vor. Eine
weitere Versuchsdurchfihrung mit hoherer Zellzahl zu Beginn des Experimentes zeigt
ahnliche Relationen der Zellzahlen zueinander unter den verschiedenen Konditionen (Daten
nicht gezeigt).
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Abbildung 11: Zellzahlen vor und nach Cisplatinexposition.
HKC-8-Zellen wurden zum Zeitpunkt des Experimentstarts und nach 24h Cisplatinexposition in den aufgetragenen
Konzentrationen gezéhlt. N=1 biologische Replikate.

Zur weiteren Untersuchung der Proliferationshemmung wurde der Proliferationsmarker Ki-
67" in einer Immunfluoreszenzfarbung in den HKC-8-Zellen untersucht. Dieser Marker war
bei Cisplatinexposition (50uM) im Vergleich zur Kontrolle deutlich vermindert (Abbildung 12).
Wahrend es bei der Kontrollgruppe einige Ki67-positive-Zellen gab, die sich bei genauerem
betrachten der DAPI-Farbungen in der Mitose befanden, waren bereits bei 50uM Cisplatin
kaum mehr Ki-67-positive Zellen zu finden. In einer Quantifizierung der Ki-67-positiven-Zellen
von Uber 1000 Zellen ergab sich ein Prozentsatz von 3,21% ki67-positiven Zellen unter

Kontrollbedingungen und 0,25% nach Cisplatinbehandlung (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 12: Cisplatin verringert Expression des Proliferationsmarkers Ki-67.

Immunfluoreszenzfarbung von HKC-8-Zellen mit Ki-67-Antikbérpern  und  Cy3-Anti-Kaninchen  als
Sekundérantikérper nach 24 h Cisplatineinwirkung. Die MalR3stabsleiste entspricht 100um. Belichtungszeiten im
Cy3-Kanal sind gleich lang. N=2 biologische Replikate

Zum Nachweis von Apoptose wurde aktivierte Caspase-3 als Effektorcaspase™'*® im
Signalweg der Apoptose nach Cisplatinbehandlung durch Western Blots detektiert. Dabei
konnte man beobachten (Abbildung 13), dass alle verwendeten Cisplatinkonzentrationen in
HKC-8-Zellen zu einem positiven Nachweis der Apoptosemarker flihrten. Die Proben, die
Zellen mit Cisplatinexposition enthalten, weisen im Western Blot zwei neue Banden auf,
welche die aktivierte Caspase-3 bei 17kDa und 19kDa abbilden'®. Die Bande, die auch in
Proben mit und ohne Cisplatinexposition nachweisbar ist sowie gréfRere detektierte Banden

(s. 7.3.1.), kdnnen hier nicht ndher zugeordnet werden, sind laut Datenblatt des Antikorpers

jedoch vorbekannt.

Eine konzentrationsabhangige Steigerung der Caspase-3-Menge liel} sich nicht ableiten.

Cisplatin in uM 0 25 50 100 200
.. —
aktivierte Caspase-3 - -—
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Abbildung 13: Aktivierte Caspase-3 durch Cisplatin.

Western Blot von HKC-8-Zellen nach 24h Cisplatinexposition mit angegebenen Konzentrationen. Antikérpern
gegen aktivierte Caspase-3 und Pan-Aktin zur Ladungskontrolle. Die Abbildung ist représentativ fiir N=3 biologische
Replikate. Molekulargewicht ist in kDa angegeben. Original Western Blots im Anhang (s. 7.3.1.).
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Zusammengefasst induziert Cisplatin in HKC-8-Zellen eine Aktivierung der Caspase-3, wobei
eine Quantifizierung der Zellschadigung bei steigenden Cisplatinkonzentrationen im Western

Blot nicht gelingt.

4.3. Hypoxische Prakonditionierung

4.3.1. Testung hypoxischer Prakonditionierung im Cisplatin-

Schadigungsmodell
Hypoxische Prakonditionierung beschreibt einen zeitlich vorausgehenden Reiz durch Hypoxie
in subletalem Ausmalf, der in folgenden, stark ausgepragten Ischdmien den Schaden
reduzieren kann. Zur Ubertragung der Protokolle aus Tiermodellen in die Zellkultur wurden
verschiedene Zeitintervalle in Hypoxie getestet, die im nachfolgenden Cisplatin-
Schadigungsmodell das Zelluberleben erhéhen sollten. In einem ersten Schritt wurde
festgestellt, dass eine Inkubation in einem Inkubator bei 1%0. ausreichend ist, um hypoxische
Bedingungen fir die HKC-8-Zellen zu schaffen. Das ist an der Stabilisierung von HIF1a als

Marker der Hypoxieantwort erkennbar (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Stabilisierung von HIF1a in Hypoxie.

Western Blot von HKC-8-Zelllysaten mit Antikérpern gegen HIF1«a und Pan-Aktin zur Ladungskontrolle. Die Zellen
wurden entweder in Normoxie, 7h in Hypoxie oder 7h in Hypoxie gefolgt von 6h in Normoxie kultiviert. Die Abbildung
ist repréasentativ flir N=3 biologische Replikate. Molekulargewicht ist in kDa angegeben. Original Western Blots im
Anhang (s. 7.3.2.).

Um die notwendige Zeit in Hypoxie und die nachfolgende Regenerationszeit zu ermitteln, die
das Uberleben bei nachfolgendem Cisplatinschaden steigern kann, wurden im Folgenden

einige Protokolle ausgetestet.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur hypoxischen Prakonditionierung.
Begonnen wird mit 10.000 HKC-8-Zellen/Well im 96-well. Die Zellen werden 7h in Hypoxie vorbehandelt. Die
anschlieRende Erholungsphase wird in den Folgeexperimenten bestimmt. Nachfolgend werden die Zellen fiir 24h
einer Schédigung durch Cisplatin zugefiihrt. Das Uberleben wird nach XTT/Resazurin-Zugabe gemessen. Die
Kontrollgruppe verbleibt vor Cisplatinexposition ausschlie8lich in Normoxie.

Nach einem hypoxischen Reiz von 16 h wurde entweder ein Intervall von 1 oder 2 Tagen vor
Cisplatinexposition getestet, um den Adaptationsvorgdngen auf molekularer Ebene nach der
Hypoxie Zeit einzurdumen. Hierbei zeigten sich bei einmaliger Versuchsdurchfliihrung keine
Hinweise auf Unterschiede im Zelliberleben zwischen den prakonditionierten Zellen und den
Kontrollen (Abbildung 16A). Als nachster Schritt wurde zur Prakonditionierung ein Protokoll mit
7h Hypoxie und 17,5h Intervall bis zur Cisplatinexposition getestet, das bereits bei Nematoden
zur nachweislichen Erhdhung der Stressresistenz geflhrt hatte (nicht publizierte Daten der
Arbeitsgruppe). Auch hier zeichnete sich kein Unterschied zwischen prakonditionierten und
unbehandelten Zellen ab (Abb. 16B), sodass auch dieses Protokoll nach n=1 Durchlaufen nicht

weiterverfolgt wurde.
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Abbildung 16: Etablierung der Hypoxiedauer und Regenerationszeit.

(A) Nach 16h Hypoxie und 1 oder 2 Tagen Regeneration wurden die HKC-8-Zellen 24h mit Cisplatin behandelt.
AnschlieBend wurde das Zelliiberleben gemessen (XTT). Die Messwerte wurden auf die Kontrollgruppe in
Normoxie normalisiert. N=1 biologische Replikate. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von N=5
technischen Replikaten an. (B) Nach 7h Hypoxie und 17,5h Regeneration wurden die HKC-8-Zellen 24h mit
Cisplatin behandelt. AnschlieBend wurde das Zelliiberleben gemessen (XTT). Die Messwerte wurden auf die
Kontrollgruppe normalisiert. N=2 biologische Replikate. Multiple t-test detektierten keinen signifikanten Unterschied
der Vergleichsgruppen aus Abbildung 16B. Fehlerbalken zeigen eine Standardabweichung an.
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Abbildung 17: Optimierung der Dauer des hypoxischen Reizes und des Intervalls bis zur Schadigung.

(A) Hypoxische Prékonditionierung von HKC-8-Zellen durch 7h Inkubation in Hypoxie und 6h in Normoxie.
AnschlieBende Cisplatinexposition lber 24 h und Messung des Zelltiberlebens mit XTT. Die Messwerte sind auf
die Kontrollgruppe normalisiert. Start mit 10.000 Zellen/Well (96-well). N=1 biologische Replikate. Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung von N=4 technischen Replikaten an. (B) Absolute Messwerte (Absorption im
Photometer) zum Versuch, der in Abbildung 17A dargestellt ist. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung
von N=4 technischen Replikaten an. (C) Zeitreihe von HKC-8-Zellen, die nach 7h Hypoxie ein Intervall von 6h, 9h,
12h 15h oder 17,5h bis zur Cisplatinexposition durchlaufen haben. Dargestellt ist das Zelliiberleben nach 24h
Inkubation mit Cisplatin in einer Konzentration von 50uM. Die angegebenen Werte sind auf die jeweilige
Kontrollgruppe normalisiert. Start mit 10.000 Zellen/Well (96-well). N=1 biologische Replikate. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung von N=4 technischen Replikaten an. (D) Hypoxische Prékonditionierung von HKC-
8-Zellen mit 4h Hypoxie und 6h Intervall in Normoxie. AnschlieBende Cisplatinexposition Uber 24 h und Messung
des Zelliiberlebens mit XTT. Die Messwerte sind auf die Kontrollgruppe normalisiert. Start mit 10.000 Zellen/Well
(96-well). N=1 biologische Replikate. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung von N=4 technischen
Replikaten an.

In einem nachsten Schritt wurden Regenerationszeiten von 6h bis 17,5h in einer Zeitreihe
ausgetestet, wobei die Hypoxiezeit von 7h nicht verandert wurde. Bei Vergleich des
prozentualen Anteils Uberlebender HKC-8-Zellen im Vergleich zur unbehandelten Gruppe
konnte bei 6h Regenerationszeit zwischen Hypoxie und Beginn der Schadenseinwirkung ein
Vorteil fir die prakonditionierten Zellen in N=1 Versuchsdurchfuhrungen festgestellt werden
(Abbildung 17A). Bei Betrachtung der absoluten Messwerte, die nicht auf die Gruppen ohne
Cisplatin normalisiert wurden, ergab sich jedoch kein Unterschied im Zelliberleben zwischen
prakonditionierten Zellen und der Kontrolle (Abbildung 17B). Dabei fallt auf, dass die Menge
an metabolisiertem XTT in den Gruppen ohne Cisplatinexposition in Hypoxie und Normoxie
sehr unterschiedlich ausfallt. Anteilig an dem Messwert der Kontrollgruppe ohne Cisplatin
kommt somit fiir die hypoxische Gruppe ein hoheres relatives Uberleben (Abbildung 17A)
zustande. Titrationsversuche des Versuchsablaufs aus Abbildung 17A erbrachten weder in

der Verlangerung des Intervalls zwischen Hypoxie und Cisplatinzusatz (Abbildung 17C) noch
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durch Verklrzung der Hypoxiedauer auf 4h (Abbildung 17D) einen Vorteil flr die hypoxisch
prakonditionierte Gruppe.

Nachdem in Abbildung 17A nach Prakonditionierung ein Unterschied detektiert wurde, konnte
in der mehrfachen Reproduktion kein Effekt mehr gesehen werden (Abbildung 18A). Wahrend
der Messungen zu Abbildung 18A wurde die Messung des Uberlebens von XTT auf Resazurin
gewechselt, welches wie XTT unter Verbrauch zellularer Dehydrogenasen und Coenzyme wie
NADH metabolisiert wird. Trotz Wechsel zu einer anderen Messmethode gelang es nicht,
einen Prakonditionierungseffekt zu detektieren. Die Zellzahlen in beiden Versuchsgruppen

weisen keine starken Abweichungen voneinander auf (Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Cisplatin-Schddigungsmodell mit hypoxischer Prdkonditionierung in HKC-8-Zellen.

(A) Nach Prékonditionierung mit 7h Hypoxie und 6h Normoxie wurden die Kontrollgruppe und die prékonditionierte
Gruppe 24 h mit Cisplatin behandelt und das Zelliiberleben mit XTT oder Resazurin gemessen. Start mit 10.000
Zellen/Well (96-well). N=3 biologische Replikate. Die Messwerte wurden auf die Kontrollgruppe normalisiert. In
multiplen t-tests ergaben sich keine signifikanten Unterschiede der Mittelwerte innerhalb der Konditionen. (B)
Zellzdhlungen N=1 aus einem Durchlauf aus Abb. 18A. Fehlerbalken zeigen eine Standardabweichung an.

Neben der Aussage Uber das Zelluberleben kdnnen auch andere Marker die Schadigung von
Nierenzellen anzeigen. Um einen Prakonditionierungseffekt nachzuweisen, wurde zusatzlich
zur Messung des Uberlebens die mRNA-Menge des Kidney injury molecule 1 (KIM1)
quantifiziert. KIM1 ist ein Transmembranprotein, das bei Schadigung in proximalen
Tubuluszellen erhéht exprimiert wird"® und durch die gespaltene Ektodoméne auch im Urin

140141 Die gemessene KIM1-RNA-Menge betrug weniger als

erhdht gemessen werden kann
50% im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abbildung 19). Somit konnten nach Wechsel der
Messgrofle auf die Quantifizierung der KIM1-RNA keine Effekte der hypoxischen
Prakonditionierung in Form einer Anderung der relativen Expression von KIM1 festgestellt

werden.
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Abbildung 19: KIM1-mRNA in HKC-8-Zellen ist nach Cisplatinexposition verringert.
Relative RNA-Menge von KIM1 nach 24 h Cisplatinexposition und hypoxischer Prékonditionierung mit 7h Hypoxie
und 6h Normoxie in der hypoxischen Gruppe. Das Experiment liegt in N=3 biologischen Replikaten vor. Der
Vergleich erfolgte nach Abzug der PCR-Zyklusdifferenzen des Kontrollgens 3-Aktin, wobei Unterschiede bis zu
1,73 Zyklen in den verschiedenen Gruppen vorlagen. Fehlerbalken zeigen eine Standardabweichung an.
Statistische Analysen wurden mit Hilfe des Two-way ANOVA Tests und Tukey’s multiple comparisons-Test
durchgefihrt. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Um eine mogliche Verschleierung des Prakonditionierungseffekts durch Nutzung einer
kinstlich immortalisierten Zelllinie zu vermeiden, wurde das Modell auch an primaren
Nierenzellkulturen getestet. Nach Erprobung einer Verdinnungsreihe wurden die
Konzentrationen 50uM und 100uM fir das Cisplatin-Schadigungsmodell ausgewahlt
(Abbildung 20). In dieser Verdinnungsreihe fielen unerwartet hohe Messwerte bei der

Messung des Zelliberlebens bei 800uM Cisplatin auf.
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Abbildung 20: Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen Cisplatin und renalen Primérzellen.

Messung des Zelliiberlebens mit Resazurin nach 24h Cisplatinbehandlung auf renalen Primérzellen, N=1
biologische Replikate.

Fehlerbalken zeigen eine Standardabweichung bei N=4 technischen Replikaten an.

Die anschlieRende Ausfuhrung des Cisplatin-Schadigungsmodells mit hypoxischer
Prakonditionierung auf Primarzellen erbrachte keinen Unterschied im Zelliberleben zwischen

prakonditionierten Zellen und der Kontrollgruppe (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Cisplatin-Schddigungsmodell mit renalen Primérzellen.

(A) Primére Nierenzellen wurden nach hypoxischer Prékonditionierung (7h Hypoxie gefolgt von 6h Normoxie) 24h
mit Cisplatin behandelt. Das Uberleben wurde mit Resazurin gemessen. Die Messwerte wurden auf die
Kontrollgruppe normalisiert. Start mit 10.000 Zellen/Well (96-well). Die Abbildung zeigt den Mittelwert aus N=4
biologischen Replikaten. Statistische Analysen wurden mit Hilfe multipler t-Tests durchgefiihrt. Hier zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede der Mittelwerte. Fehlerbalken zeigen eine Standardabweichung an. (B) Zellzahlen
zu einem Durchlauf aus Abb. 21A.

Durch die genannten Protokolle ist es somit nicht gelungen, ein Modell zur hypoxischen
Prakonditionierung zu entwerfen, welches die Schaden durch das gewahite Cisplatin-
Schadigungsmodell vermindern kann. Im Folgenden wird das Protokoll aus 7h Hypoxie und
6h Normoxie trotz ausbleibendem Nachweis eines Effekts in den entsprechenden
Fragestellungen weiterverwendet werden. Auch wenn die Frage der Protektion durch
hypoxische Prakonditionierung durch dieses Modell nicht beantwortet werden kann, sind durch
dieses Protokoll weiterhin Untersuchungen hinsichtlich der Hypoxieantwort im Cisplatin-

Schadigungsmodell moglich.

4.4. Einfluss der Proteine PPAN und MEX3C auf das Cisplatin-

Schadigungsmodell und auf die Hypoxieantwort

4.4.1. PPAN-Lokalisation unter Kontroll- und Stressbedingungen

Durch RNA-bindende Eigenschaften weisen die Proteine PPAN und MEX3C ein hohes
Potenzial auf, in Regulationsmechanismen der Prakonditionierung einer Zelle bedeutend
beteiligt zu sein. Daher wurde der Einfluss der Proteine auf die zelluldre Stress- und

Hypoxieantwort untersucht.

Die Lokalisationsstudien an MEX3C am GFP-gekoppelten tberexprimierten Protein konnten
nicht durchgefuhrt werden, da kein Plasmid mit dem Fusionsprotein hergestellt werden konnte.
Bei hohem GC-Gehalt in der DNA gelang es nicht, die MEX3C-cDNA zu amplifizieren.

Um die Lokalisation von PPAN zu untersuchen, wurden stabile Zelllinien in HKC-8-Zellen und
HEK293T-Zellen mit TALEN-vermittelter Integration eines PPAN-Transgens hergestellt.
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PPAN-cDNA wurde im AAV-CAGGS-Plasmid N-Terminal mit eGFP gekoppelt. Die
Integrations-PCR war fir beide Zelllinien positiv und die Sequenzierung des eGFP-PPAN-
Fusionsproteins war bei der HKC-8-Linie erfolgreich. Abbildung 22 zeigt die Lokalisation des
eGFP-PPAN Fusionsproteins in HKC-8 Zellen und in HEK293T-Zellen. Wahrend in der HKC-
8-eGFP-PPAN-Zelllinie die Lokalisation fast ausschlief3lich im Nukleolus zu finden war, konnte
man in den HEK293T-eGFP-PPAN-Zellen ebenfalls eine Akkumulation des eGFP-PPAN

Fusionsproteins im Nukleolus aber auch deutlich im Nukleus erkennen.

eGFP-PPAN DAPI Uberlagerung

HEK293T-eGFP-PPAN

HKC-8-eGFP-PPAN

Abbildung 22: PPAN-Lokalisation in transgenen humanen Zelllinien.
Fluoreszenzmikroskopische Bilder von fixierten HKC-8-eGFP-PPAN und HEK293T-eGFP-PPAN mit DAPI.
Malstabsleiste entspricht 50um. N=3 Aufnahmen der HKC-8-Zelllinie, N=1 Aufnahmen der HEK293T-Zelllinie.

In einem weiteren Ansatz wurde die PPAN-DNA in den pcDNAG-Vektor eingebracht, der N-
Terminal ein 3-faches FLAG-Tag mit PPAN verbindet. Zellen, die mit diesem Vektor transfiziert
wurden, zeigten 3XFLAG-PPAN nur im Nukleus unter Aussparung der Nukleoli (Abbildung
23). Beide Vektoren wurden, wie in Abbildung 23 dargestellt, gleichzeitig in Zellen
Uberexprimiert. Hier konnte eGFP-PPAN und 3xFLAG-PPAN an unterschiedlichen

Lokalisationsorten detektiert werden.
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Abbildung 23: PPAN-Fusionsproteine weisen je nach Tag und Vektor einen anderen Lokalisationsort auf.
Immunfluoreszenzfarbung mit Anti-FLAG-Antikérper und Cy3-Anti-Maus als Sekundérantikérper auf transient
transfizierten HEK293T-Zellen mit Uberexpression des pcDNA6-3xFLAG-PPAN- und AAV-CAGGS-eGFP-PPAN-
Plasmids. Aufnahmen liegen in N=3 flir GFP-PPAN und N=2 fiir 3xFLAG-PPAN vor.

Um den Lokalisationsort des endogenen PPANs zu bestimmen, wurden
Immunfluoreszenzfarbungen mit 2 kommerziell erhaltlichen PPAN-Antikérpern durchgefuhrt.
Wahrend der polyklonale Antikérper (Invitrogen) hauptsachlich den Nukleus unter Aussparung
der Nukleoli und zu geringem Anteil das Zytoplasma anfarbte, detektierte der monoklonale
Antikérper (SantaCruz) Strukturen im ganzen Zellkern und auch zu geringerem Anteil im
Zytoplasma (Abbildung 24). Beide Antikdrper sind gegen den nahezu identischen Abschnitt
des Proteins gerichtet (Aminosaure 422-445 in Abb. 24 unten und 422-450 in Abb. 24 oben).

PPAN DAPI Uberlagerung

PPAN-Ak (Invitrogen)

PPAN-Ak (Santa Cruz)

Abbildung 24: Lokalisation von endogenem PPAN.

Immunfluoreszenzfarbungen mit polyklonalem PPAN-Antikérper (Invitrogen) und Cy3-Anti-Kaninchen als
Sekundérantikérper (N=1 auf HEK293T und N=1 auf HKC-8-eGFP-PPAN) und monoklonalem PPAN-Antikbrper
(SantaCruz) und Alexa488-Anti-Maus als Sekundérantikérper auf HEK293T-Zellen (N=1). Die Mal3stabsleisten
entsprechen 50um.
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Um die Auswirkung von Stressreizen auf die Lokalisation von PPAN festzustellen, wurden
exemplarisch die Stressoren Hypoxie und Cisplatin aus dem Cisplatin-Schadigungsmodell an
den Zellen mit stabiler PPAN-Integration und Expression ausgetestet. In Abbildung 25 wird
ersichtlich, dass weder 4h Hypoxie noch 50uM oder 100uM Cisplatin eine Anderung der
Lokalisation des Proteins PPAN herbeifuhren. AuRerdem kann man in Abbildung 25A
erkennen, dass eine Anderung der Morphologie der Nukleoli nach Cisplatineinwirkung zu

142

kleineren, kondensierten und runderen Nukleoli (Mikronukleoli)'*< stattgefunden hat.

A

eGFP-PPAN DAPI Uberlagerung

OuM Cisplatin

50uM Cisplatin

100uM Cisplatin
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Abbildung 25: PPAN-Lokalisation unter Stresseinwirkung durch Hypoxie und Cisplatin.

(A) Fluoreszenzmikroskopische Bilder von HKC-8-eGFP-PPAN-Zellen nach 24 h Cisplatinbehandlung. Die
Malstabsleiste entspricht 50um. N=3 biologische Replikate (B) Fluoreszenzmikroskopische Bilder von HKC-8-
eGFP-PPAN-Zellen nach 4 h Hypoxie oder Normoxie. N=3 biologische Replikate. Die Mal3stabsleiste entspricht
50um.

Zusammenfassend ergaben sich zum Teil widersprichliche Ergebnisse tber den genauen
Lokalisationsort von PPAN. Das Protein war immer im Zellkern zu finden, in einigen Versuchen
zeigten sich die Nukleoli besonders betont und in anderen Versuchen wurden sie vom PPAN
ausgespart. Eine zusatzliche Lokalisation im Zytoplasma in geringer Menge wurde ebenfalls
mehrfach beobachtet. Eine Lokalisationsdnderung des Proteins unter Hypoxie- oder

Cisplatineinwirkung konnte nicht beobachtet werden.

4.4.2. Einfluss der Proteine PPAN und MEX3C auf die Hypoxieantwort und auf
Schaden durch Cisplatin in HKC-8-Zellen

Auch wenn die hypoxische Prakonditionierung im etablierten Zellkulturmodell keinen Effekt
hervorgebracht hat, so kann durch einen Knock-down des Zielproteins untersucht werden, ob
die Reduktion des Zielproteins ein verandertes Zelliberleben nach Hypoxie und nach Stress
durch Cisplatin verursacht. Daflir wurde in den HKC-8-Zellen ein Knock-down des Proteins
PPAN oder MEX3C vor Beginn des hypoxischen Reizes durchgefuhrt. Schematisch ist der
Versuchsablauf in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Schematischer Versuchsablauf: Knock-down PPAN oder MEX3C vor Cisplatin-
Schédigungsmodell und hypoxischer Vorbehandlung.

Nach Knock-down der Proteine PPAN oder MEX3C treten 10.000 HKC-8-Zellen/Well (96 well) nachfolgend fir 7h
in das Hypoxie-Intervall ein und werden nach 6h bei Normoxie einer Cisplatinexposition (50 und 100uM) ausgesetzt.
Die Vergleichsgruppen werden mit Kontroll-siRNA transfiziert und/oder verbleiben dauerhaft in Normoxie, sodass
sich 3 Kontrollgruppen ergeben (siCtrl und Normoxie; siPPAN/siMEX3C und Normoxie oder siCtrl und Hypoxie).
24h nach Cisplatinexposition erfolgt die Messung des Uberlebens nach Resazurin-Zugabe.

In Abbildung 27A wurde das relative Zelliberleben dieser verschiedenen Gruppen nach
Hypoxie und Cisplatinexposition verglichen. Es wird ersichtlich, dass im relativen Vergleich
weder durch Knock-down eines Proteins noch durch zusatzliche Hypoxie eine signifikante
Anderung des Zelliiberlebens zu messen war. Die Zellzahlen unterscheiden sich in den
verschiedenen Versuchsgruppen unter 50uM oder 100uM Cisplatinexposition ebenfalls nicht
wesentlich (Abbildung 27B). Die Effizienz der Knock-downs wurden nach Beendigung der
Versuche durch qPCR bestatigt. Die gemessene PPAN mRNA wurde durchschnittlich um circa
74% supprimiert, die mMRNA vom MEX3C um ca. 82% (Abbildung 27C).
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Abbildung 27: Knock-down der Proteine PPAN oder MEX3C im Cisplatin-Schéadigungsmodell mit
hypoxischer Vorbehandlung in HKC-8-Zellen.

(A) Versuchsablauf nach Abbildung 26. Nach Knock-down der Proteine PPAN oder MEX3C wurden die Zellen
hypoxisch vorbehandelt. Nach anschlieBender Schédigung durch Cisplatin wurde das Uberleben der Zellen mit
Resazurin gemessen. Die Messwerte wurden auf die Kontrollgruppe normalisiert. Start mit 10.000 Zellen/Well (96-
well). Angezeigt sind Mittelwerte aus N=3 biologischen Replikaten. Statistische Analysen mit Hilfe des One-way
ANOVA-Tests ermittelten keine signifikanten Unterschiede der Mittelwerte innerhalb der Konditionen. (B)
Zellzéhlungen zu einem Durchlauf aus Abbildung 27A (C) und (D) Effizienz der Knock-downs zu Abbildung 27A.
Das Diagramm zeigt Mittelwerte aus N=3 biologischen Replikaten. Endogene Kontrollen: HPRT und ACTB.
Statistische Analysen wurden mittels t-test durchgefiihrt (*p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001).Fehlerbalken zeigen eine
Standardabweichung an.
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Da wahrend der Experimente mit Einsatz von siRNA, deren Ergebnisse in Abbildung 27
dargestellt sind, gehauft Unterschiede in den Zellzahlen in den verschiedenen Gruppen bei
OuM Cisplatin zu messen waren, wurde der Einfluss der Proteine auf die Proliferation
untersucht. Alle verwendeten siRNAs und die Reaktions- und Tragerlésungen zur Transfektion
wurden auf den Zellen 7,5h inkubiert. Nachfolgend wurden die Zellen in geringer Anzahl auf
grolde Zellkulturplatten verteilt, sodass die Zellen vereinzelt vorlagen. Drei Tage spater wurde
die Anzahl der Zellen, die aus einer vereinzelten Zelle hervorgegangen waren und als
Zellhaufen vorlagen, ausgezahlt (Daten nicht gezeigt). Es ergaben sich keine Unterschiede.
Die Beobachtung, dass die HKC-8-Zellen unter dem Einfluss der siRNA unterschiedlich
schnell proliferieren, liel} sich hierbei somit nicht bestatigen.

Die Durchfuhrung des Knock-downs der Proteine MEX3C oder PPAN vor dem
Cisplatinschaden wurde auch auf renalen Primarzellen durchgefuhrt, um auch hier die
veranderten Eigenschaften der immortalisierten Zelllinie ausklammern zu kdénnen. Dabei
wurde eine zusatzliche hypoxische Prakonditionierung vor der Cisplatineinwirkung als weitere
Vergleichskondition ausgelassen, da in den oben genannten Experimenten mit HKC-8-Zellen
und renalen Primarzellen durch hypoxische Bedingungen kein Hinweis auf eine Anderung im
Zelliberleben verzeichnet wurde und weil primare Zellen eine knappe und wertvolle
Ressource darstellen. In Abbildung 28 lasst sich in N=2 Versuchen bei den Messungen des
Zelliberlebens nach Schadenseinwirkung durch Cisplatin kein Unterschied durch den Knock-
down von PPAN oder MEX3C feststellen.
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Abbildung 28: Knock-down von PPAN oder MEX3C é&ndert nicht die Resistenz in renalen Primérzellen
gegeniiber einer Schddigung durch Cisplatin.

(A) Messungen des Zellliberlebens (Resazurin) von renalen Primérzellen nach Knock-down der Proteine PPAN
oder MEX3C und darauffolgender 24 h Cisplatinbehandlung. Cisplatinexposition auf 10.000 Zellen/Well (96-well).
Die Abbildung zeigt eine Mittelung aus N=2 biologischen Replikaten. (B) Zellzdhlungen zu einem Durchlauf aus
Abbildung 28A. Statistische Analysen mit Hilfe des one way ANOVA konnten keine Unterschiede zwischen den
Mittelwerten einer Kondition ermitteln. (C) und (D) Effizienz der Knock-downs zu Abbildung 28A. Das Diagramm
zeigt Mittelwerte aus N=2 biologischen Replikaten. Statistische Analysen wurden mit Hilfe des t-Tests durchgefiihrt.
*p<0,05;, **p<0,01; ***p<0,001. Fehlerbalken zeigen eine Standardabweichung an.

AbschlieRend kann festgehalten werden, dass sich in den durchgeflhrten Versuchen keine
Hinweise dafiir ergaben, dass PPAN oder MEX3C einen Einfluss auf die zellulare
Stressantwort nach  Cisplatinschadigung nehmen. Eine zusatzliche hypoxische
Vorbehandlung in Kombination mit einem Knock-down der Proteine PPAN und MEX3C
forderte weder eine hohere Sensibilitdt gegenuber einer nachfolgenden Cisplatinschadigung

noch eine verbesserte Resistenz.

4.5. Prakonditionierung durch Restriktion schwefelhaltiger Aminosauren

4.5.1. Ubertragung diitetischer Priakonditionierung ins Zellkulturmodell

Neben dem Prinzip der hypoxischen Prakonditionierung wurde nachfolgend auch der Ansatz
einer diatetischen Prakonditionierung in ein Zellkulturmodell Ubertragen. Aus der Publikation
von Hine et al. aus dem Jahr 2015”" wurde die Idee einer Prakonditionierung durch Restriktion
schwefelhaltiger Aminosauren in der Zellkultur Gbernommen. Dafir wurde Zellkulturmedium
(RPMI-1640) mit FBS in Konzentrationen zwischen 10% und 0% ausgetestet und die

75



niedrigste mogliche FBS-Konzentration ausgewahlt, um schwefelhaltige Verbindungen aus
dem FBS mdglichst zu vermeiden. Die Entscheidung Uber die maximal mdgliche Reduktion
des FBS-Anteils wurde zum einen auf der Beobachtung gestitzt, ob die verschiedenen FBS-
Konzentrationen bei der Anwendung Uber mehrere Tage letal sind. Auch bei einer FBS-
Konzentration von nur 0,1% wurden auch nach mehreren Tagen keine toten Zellen beobachtet
(Daten nicht gezeigt).

Eine Beeinflussung der Aktivitat von mTOR, einem Schlusselelement in der Wahrnehmung
des Nahrstoffangebots und der Regulation von Zellwachstum und -proliferation'?, ist durch
das reduzierte Nahrstoffangebot im Zellkulturmedium (Kontrolle (DMEM) 4,5g Glucose/l und
RPMI 2g Glucose/l) denkbar. Daher wurde der Phosphorylierungsstatus des ribosomalen S6-
Proteins kontrolliert, welcher durch mTOR phosphoryliert wird. Wahrend Rapamycin, ein
mTOR-Inhibitor, die Phosphorylierung des S6-Proteins durch mTor vermindern konnte, wurde
durch eine 24-stundige Kultivierung im schwefelarmen Medium (SA-Medium) mit allen
getesteten FBS-Konzentrationen keine Anderung des Phosphorylierungsstatus des S6-
Proteins beobachtet (Abbildung 29).

Kontrolle SA-Medium
DMSO - + - - - = =
Rapamycin + - - - - 5 =
FBS-Konzentration  10% 10% 10% 0% 0,1% 1% 10%

phosphoS6 || S — — —|— 36kDa
Pan-14-3-3 [ [ —— — 20c
S6 ————— - 30;
Pan-14-3-3 |

Abbildung 29: Schwefelarmes RPMI-Medium &ndert nicht die mTor Aktivitét.

Western Blot von HKC-8-Zelllysaten nach 24h Behandlung mit RPMI-Medium und verschiedenen FBS-
Konzentrationen oder DMEM als Kontrollmedium. Es wurden Antikérper gegen S6, phosphoryliertes S6 und Pan-
14-3-3 zur Ladungskontrolle verwendet. Rapamycin fungiert als Positivkontrolle der mTor-Inhibition und DMSO als
Kontrolle der Tragerlésung. PhosphoS6 oder S6 wurde jeweils mit der Ladungskontrolle Pan14-3-3 auf jeweils
einem Blot bestimmt. Die ersten beiden Proben wurden auf einem separatem Blot analysiert. Der vorliegende
Western Blot ist représentativ fiir N=3 biologische Replikate. Originale Western Blots im Anhang (s. 7.3.3.)

In den Folgeexperimenten wurde zugunsten der Vermeidung schwefelhaltiger Molekile RPMI-
Medium mit 0,1%FBS zur Restriktion der schwefelhaltigen Aminosauren verwendet. Als dieses
zur Prakonditionierung verwendet wurde, stellten sich sehr hohe Zellzahlunterschiede in den
verschiedenen Versuchsgruppen nach der Behandlung heraus. Die
Proliferationsgeschwindigkeit der prakonditionierten Zellen war deutlich verlangsamt und die
Konfluenz der Kontrollgruppe und der prakonditionierten Gruppe war anschlielend zum
Zeitpunkt der Cisplatinbehandlung stark unterschiedlich. Da die Konfluenz zum Zeitpunkt der
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Cisplatinexposition und das Proliferationsniveau der Zellen die Vulnerabilitdt gegeniber dem
Cisplatin beeinflussen, mussten diese Stérfaktoren eliminiert werden. Dazu wurde 24h nach
der Inkubation mit dem SA-Medium ein Intervall bis zur Wiedererlangung des urspringlichen
Proliferationsniveaus eingesetzt. Dieses Intervall betrug 6-7 Tage. Schematisch ist der

beschriebene Versuchsablauf in Abbildung 30 dargestellt.

24 h 6-7d 24h Messung der Absorption/
Fluoreszenz Legende:

Cisplatin
XTT/Resazurin- 1‘:% \ Bestrahlung zur Exzitation
Zugabe
Kontrolle » » » >(><: _
/& \_\1 ~~ Emittierte Strahlung

Cisplatinexposition

Cisplatin XTT/Resazurin ISIL,
» -Zugabe ,\,v\\,:: [ Distmedium
4 -\—\_\ Il oMEM

Abbildung 30: Schematische Darstellung: Prakonditionierung durch schwefelarmes RPMI-Medium im
Cisplatin-Schéadigungsmodell.

HKC-8 Zellen werden 24h in Zellkulturmedium ohne Methionin und Cystein inkubiert. Nach Angleichung der Proliferation nach
6-7 Tagen erfolgt auf 10.000 Zellen/Well (96-well) eine 24-stiindige Cisplatinexposition und anschlieSende Messung des

Uberlebens nach Resazurinzugabe.
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Abbildung 31: Auswirkung der Restriktion schwefelhaltiger Aminoséuren auf Cisplatinschaden.
Versuchsablauf siehe Abbildung 30. Messung des Zelliiberlebens mit Resazurin auf HKC-8-Zellen nach 24h
Cisplatinexposition. Die Versuchsgruppe erhielt vorher 24h schwefelarmes RPMI-1640-Medium mit 0,1% FBS.
Nach 6-7 Tagen Pause und Angleichung des Proliferationsniveaus aneinander wurde Cisplatin auf den Zellen
angewandt (10.000 Zellen/Well (96 well). Die Messwerte wurden auf die Kontrollgruppe normalisiert. Die Abbildung
zeigt Mittelwerte aus N=3 biologische Replikate.

Fehlerbalken zeigen eine Standardabweichung an. Statistische Analysen wurden mit Hilfe multipler t-Tests
durchgefiihrt und konnten keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Vergleichsgruppen zeigen.

In Abbildung 31 ist erkennbar, dass die Zellen, welche einer Restriktion schwefelhaltiger
Aminosduren unterzogen wurden, keinen Vorteil im Uberleben der Zellen nach

Cisplatineinwirkung aufwiesen. Daher konnte dieses Protokoll nicht fur die Modellierung und
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Untersuchung der molekularen Mechanismen der didtetischen Prakonditionierung

weiterverfolgt werden.

4.5.2. Reproduktion eines publizierten Zellkulturmodells zur Modellierung
diatetischer Prakonditionierung
Nachdem die Grundidee der Protektion gegenlber Cisplatinschdden durch Entzug
schwefelhaltiger Aminosauren nicht umgesetzt werden konnte, wurde ein bereits etabliertes
erfolgreiches Protokoll zur Modellierung didtetischer Prakonditionierung mittels Restriktion
schwefelhaltiger Aminosauren in der Zellkultur aus Hine et al. reproduziert’’. In diesem Model
fuhrt Prakonditionierung mittels Einsatz von Zellkulturmedium ohne schwefelhaltige
Aminosauren zu einer erhdhten Resistenz gegenlber einer Schadigung durch Hypoxie und
Austausch von Medium gegen Kochsalzlésung. Das Schadigungsmodell ist angelehnt an
Bedingungen der Ischamie, bei der Nahrstoffentzug und Hypoxie bedeutende Trager der
Schadigung sind. Wie im originalen Protokoll wurde zur mdglichst genauen Reproduktion die
selbe Zelllinie verwendet (murine Leberzellen, Hepa 1-6). Die Messung des Zelliberlebens
durch XTT wurde in der vorliegenden Reproduktion mit Resazurin durchgefuhrt. Freigesetzte

4 wurde im

zytoplasmatische Laktatdehyrogenase als Marker der Membranschadigung'
Uberstand gemessen. Exakte Protokollangaben tber Zelldichte und Inkubationszeiten waren

nicht angegeben.
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Abbildung 32: Reproduktion eines publizierten Schadigungsmodells.

(A) Messung des Zelliiberlebens mit Resazurin auf murinen Hepa 1-6-Zellen. Diese wurden mit Inkubation in
DMEM-Medium ohne schwefelhaltige Aminoséuren und 10% dialysiertem FBS (-SA Medium) 18 h prékonditioniert
und anschlieBend zur Schédigung fiir 3-4 h in NaCl inkubiert. Die Inkubation in NaCl wurde in der normoxischen
Gruppe im gewdbhnlichen Inkubator durchgefiihrt und in der hypoxischen Gruppe im Inkubator mit 1% O.. Nach 2-
3 h Regenerationszeit im gewéhnlichen Medium wurde das Uberleben durch Resazurinzusatz bestimmt. Initial
wurden 35.000-40.000 Zellen/Well in der Kontrollgruppe und 70.000 Zellen in der Versuchsgruppe pro Well (96
well) verteilt. Der Versuch liegt in N=3 biologischen Replikaten vor. (B) LDH-Messungen aus den NaCl-Ubersténden
zu Abbildung 32A. Das gezeigte Diagramm ist reprdsentativ flir N=4 biologische Replikate.

Fehlerbalken zeigen eine Standardabweichung an. Statistische Analysen wurden mit Hilfe des One-way ANOVA-
Tests und Tukey’s multiple comparisons-Test durchgefiihrt. *p<0,05, **p<0,01; ***p<0,001.
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Die in Abbildung 32A dargestellten Daten der Reproduktion zeigen eine héhere Sensibilitat
der vorbehandelten Zellen gegenuber dem Schadigungsreiz in hypoxischer wie auch
normoxischer Umgebung. Der Marker LDH war in den Gruppen mit Prakonditionierung erhéht
(Abbildung 32B). Der protektive Effekt, den Hine et al. gezeigt hatten”’, konnte somit nicht

reproduziert werden.
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5. Diskussion

Prakonditionierung kann zu einer Reduktion einer nachfolgenden ischamischen Schadigung
fihren. Die Identifizierung der detaillierten Regulierungsmechanismen durch Etablierung eines
Zellkulturmodells und die Nutzung dieser Kenntnisse zum Schutz oder zur Therapie von
ischamischen Nierenschadigungen war das hohere Ziel der vorliegenden Arbeit. Dieses Ziel
konnte in Anbetracht der vorliegenden Ergebnisse letztlich nicht erreicht werden.
Nichtsdestotrotz liefert die vorliegende Arbeit wertvolle Einblicke und eine Basis fur zukunftige
Versuche auf diesem Gebiet.

Im folgenden Abschnitt diskutiere ich diese Ergebnisse, evaluiere Teilaspekte dieses Modells

und bringe sie in den Zusammenhang mit bereits etablierten Modellen in der Literatur.

5.1. HKC-8-Zellen reprasentieren differenzierte proximale Tubuluszellen der
Niere

Far das Modell wurden proximale Tubuluszellen ausgewahlt, da diese in der Pathophysiologie
des akuten Nierenversagens die Achillesferse der Niere darstellen’. Die eingeschrankte
Fahigkeit der proximalen Tubuluszellen den Energiebezug aus dem oxidativen Stoffwechsel
bei hypoxischen Bedingungen zum glykolytischen Stoffwechsel zu wandeln, macht sie
besonders vulnerabel’®'?. Die ausgewahlten HKC-8-Zellen wurden in der Literatur als
immortalisierte Zellen aus proximalen Tubuluszellen der Niere beschrieben. Die Expression
multipler Enzyme am Burstensaum des proximalen Tubulus wurde in der Literatur bereits
nachgewiesen und mit vorhandenen immortalisierten proximalen Tubuluszellen verglichen®®.

In der Prufung der Eignung dieser Zelllinie fur das Schadigungsmodell wurden weitere
Hinweise fiir die Differenzierung'*® der Zelllinie durch den Nachweis zilidrer Proteine und Zell-
Zell-Kontakte gesammelt (Abbildung 7 und 8). Der Nachweis der ziliaren Proteine IFT88 und
CEP164 gelang nicht. Nach aktueller Datenlage in der Literatur ist eine Zilienformation ohne
diese Proteine jedoch nicht méglich™' %2 Alternative Antikérper zwecks Nachweises dieser
Proteine wurden nicht verwendet. Eine abschlieRende Aussage dartber, ob in den Zilien der
HKC-8-Zellen die Proteine IFT88 und CEP164 fehlen, lasst sich daher nicht treffen.

In der Zusammenschau lieferten die Ergebnisse einen weiteren Nachweis der epithelialen
Natur der HKC-8 Zelllinie sowie ihrer Fahigkeit zur effizienten Ziliogenese nach
Differenzierung. Um den Einfluss der Unterschiede zwischen einer immortalisierten Zelle und
einer naturlichen Zelle in spateren Analysen zu berlcksichtigen, ist es jedoch hilfreich,
Testlaufe auch an renalen Primarzellen durchzufiihren und die Ubertragbarkeit der Ergebnisse
zu zeigen. Diese wurden durch Dr. med. M. Bartram zur Verfligung gestellt und zuvor aus dem
Urin von humanen Probanden kultiviert''®. Zhou et al zeigen, dass nach dem beschriebenen

Protokoll durch die kultivierten Zellen keine Marker des Urothels exprimiert werden, jedoch
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Marker die auf eine renal-epitheliale Herkunft hindeuten, auf RNA- und auf Proteinebene

nachweisbar sind'*.

5.2. Umsetzung eines Cisplatin-Schadigungsmodells in der Zellkultur

Zur Modellierung einer Nierenzellschadigung wurde eine Exposition mit Cisplatin ausgewahlt,
welche in vivo eine toxisch bedingte Nierenschadigung erwirkt.

Im Kontext mit erfolgreichen Modellen in der Literatur liegt das titrierte Protokoll mit einer
Konzentration von 50-100 uM Cisplatin im Bereich der publizierten Konzentrationen (8-
200uM)®147.148 - Die ausgewdhlte Dauer der Cisplatinexposition von 24h im Cisplatin-
Schadigungsmodell ist ebenfalls vergleichbar mit publizierten Zeitspannen von 5-24h in der

Zellkultur?®'#7149 ynd wenigen Tagen in Tiermodellen?!'%

. Somit liegen die ermittelten
Konditionen im Rahmen der publizierten Schadigungsmodelle und flihren im vorliegenden
Modell zur Abnahme des Uberlebens.

In den durchgefuhrten Verdinnungsreihen wurde nebenbefundlich bei Konzentrationen um
800uM Cisplatin ein paradoxer, starker Anstieg des gemessenen Zelliberlebens beobachtet
(Abbildung 20). Das kénnte daran liegen, dass bei 800uM Cisplatin bereits Nekrose eintritt'*®
und freigesetzte zelluldaren Reduktasen, Dehydrogenasen und Coenzyme die
Verstoffwechselung des Indikators in initial hoher Geschwindigkeit ablaufen lassen. In der
Literatur wird dieses Phanomen nicht beschrieben. Es ist jedoch bekannt, dass der
Stoffwechsel des Indikators von der Aufnahme des Resazurins Uber die Zellmembran
abhangig ist und beispielsweise bei dicht gewachsenen Zellen mit verringerter Kontaktflache
zum Zellkulturmedium verlangsamt ist'®’.

Bei der Interpretation der Versuchsergebnisse ist zu beachten, dass die verwendeten Zellen
zum Zeitpunkt der Versuche nicht im differenzierten Zustand vorlagen. Mit der Differenzierung
der Zellen geht eine hohe Zelldichte einher. Laut Herstellerangaben liegt bei der Messung des
Zelliberlebens mit Hilfe von XTT oder Resazurin keine Linearitdt mehr vor. Dies bestatigte
sich in der eigenen Kontrolle (Abbildung 10). Es ist daher méglich, dass die Unterschiede in
der metabolischen Aktivitdt zwischen differenzierten und undifferenzierten Zellen die
gemessenen Ergebnisse relevant beeintrachtigen kénnen.

Bei der Bewertung der Messmethode zur Erfassung des Zelluberlebens muss vermerkt
werden, dass neben Apoptose in Form von einem reduzierten Signal lebensfahiger Zellen
auch die metabolische Aktivitat aller Zellen und daher auch der durch Proliferation
enstandenen, neuen Zellen erfasst wird. Marker der Proliferationshemmung und Apoptose
nach Cisplatinexposition konnten in der vorliegenden Arbeit qualitativ nachgewiesen werden
(Abbildung 12 und 13). Daher kann nicht differenziert werden, ob eine Reduktion der Viabilitat
in der Behandlungsgruppe durch den Stopp der Replikation oder die Apoptose zustande

kommt. Dieser Umstand erdffnet eine Optimierungsmoglichkeit des Schadigungsmodells
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durch einen Wechsel der Messmethode zu einer spezifischeren Quantifizierung der
Schadigung.

Andere Methoden zur Quantifizierung des Anteils Uberlebender Zellen, wie beispielsweise
ATP-Messungen oder Messungen von Proteasenfunktionen, unterscheiden sich in den
genannten Kritikpunkten nicht von dem Resazurin oder dem XTT. Eine Methode, die
differenziert die Apoptose misst, kdnnte spezifischer die Veranderungen in diesem Signalweg

beleuchten. Weidemann et al.?®

nutzten hierfir die Messung der Caspase-3 Aktivitat, der
gemeinsamen Endstrecke der intrinsischen sowie extrinsischen Kaskaden der Apoptose?.
Versuche, die Zellschadigung durch eine konzentrationsabhangige Erhdhung der Caspase-3
Aktivitdt nachzuweisen, verblieben jedoch erfolglos (Abbildung 13). Auch eine Erhéhung des

Schadigungsmarkers KIM1'40:141

, einem Transmembranprotein des proximalen Tubulus, das
bei akuter Nierenschadigung erhéht exprimiert wird'®>'%® konnte auf RNA-Ebene nicht
nachgewiesen werden (Abbildung 19). In Tiermodellen nach Cisplatin induzierter
Nierenschadigung zeigte sich KIM-1 jedoch auf RNA-Ebene erhoht '>*. Wiraja et al. gelang es
auch in Organoiden eine erhodhte KIM-1-Expression auf RNA-Ebene nach toxischer
Schadigung mittels Cisplatin nachzuweisen'®. In der Literatur konnte in den immortalisierten
Zelllinien HK-2 und in IMTECs (immortalized proximal tubular cells) keine Erhéhung der KIM-
1 mRNA nach toxischer Schadigung mittels Cisplatin festgestellt werden'%'%®, Es ist daher
mdglich, dass dieses Problem durch die Verwendung einer immortalisierten Zelllinie
aufgekommen ist. Eine zusatzliche Messung auf Proteinebene sowie ein Vergleich zu KIM-1
mMRNA aus renalen Primarzellen kénnte die Beobachtung weiter beleuchten.

Weitere Messmethoden mit Potenzial zur spezifischeren Apoptosedetektion, die als alternative
Messmethode in Betracht kommen, sind beispielsweise die Bestimmung der Cytochrom-C-
Freisetzung in das Zytosol Uber Immunfluoreszenzfarbungen oder der Abbau des
antiapoptotischen Bcl-2 mittels Western Blot. Es kdnnten ebenfalls, wie es bereits Weidemann
verwendet hat, fluorometrische Tests der Caspase-3-Aktivitat durchgefiihrt werden?®.
Bezuglich der Wahl der Zelllinie muss betont werden, dass sie genetisch verandert ist und
Resistenzmechanismen nicht ausgeschlossen werden konnen. Als Beispiel fur die veranderte
metabolische Situation zeigten Wu et al. in HK-2 Zellen eine besondere Unempfindlichkeit
gegeniiber den zytotoxischen Wirkungen von Cisplatin'®. Da in der vorliegenden Arbeit die
Protokolle auch an primaren Zellen getestet wurden, kénnen zumindest Effekte durch
Mutationen der immortalisierten Zellen ausgeklammert werden. Es muss trotzdem angemerkt
werden, dass die primaren Zellen sensibler gegenltber der Cisplatinexposition reagierten
(Abbildung 20) als die HKC-8-Zelllinie.
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5.3. Hypoxieantwort im Cisplatin-Schadigungsmodell

1986 gelang es Murry durch kurze ischdmische Reize im Myokard von Hunden nach
mehrfachem Abklemmen der Koronararterien die Ausdehnung des nachfolgend induzierten
Herzinfarkts zu verringern®. Seither werden verschiedene Formen der ischdmischen
Prakonditionierung und ihre zugrundeliegenden Mechanismen erforscht. Obwohl eine
Ischamie neben einer Hypoxie auch einen Nahrstoffentzug und eine Akkumulation von
Abfallstoffen verursacht, konnte nachgewiesen werden, dass die Hypoxie allein bereits
ausreichend ist um einen Prakonditionierungseffekt zu erreichen'®. Ebenso konnte bereits
gezeigt werden, dass der Anstieg der HIF-1a-Konzentration als Vermittler der Hypoxie vor
dem Zeitpunkt der Schadigung eingetreten sein muss, um einen Schutz hervorzurufen'®. Bei

28,160 |nteraktionen zwischen

Abwesenheit von HIF-1a entfallen Prakonditionierungseffekte
HIF-1a und antioxidativen Proteinen (Hitzeschockproteine (HSP 70, HSP 60), Ham-
Oxygenase (HO-1)), Proteinen, die an der Apoptose beteiligt sind (Bcl-2-Proteine),
Signalkaskaden der Angiogenese (VEGF, PDGF, Angiopoetin) und Signalwegen, die an
Proliferation, Glukosestoffwechsel, Entzindung, Apoptose und Differenzierung beteiligt sind,
sind bereits identifiziert (MAPK-Signalweg, JAK2/STAT-Signalweg, PI3K/Akt/mTOR-

)28,36,38-41 143,109

Signalweg und SIRT1-Signalweg Die Aktivierung von HIF-1a nach der
Schadigung fiihrt zu keinem schiitzenden Effekt®®. Entgegengesetzt zu der HIF-1a-
vermittelten Prakonditionierung flhrt eine chronische HIF-Aktivierung zu Fibrose, Mikrozysten,

Dedifferenzierung und erhdhter Proliferationsrate’®"'6?

. Folglich ist fur eine erfolgreiche
Prakonditionierung eine kurz andauernde Hypoxie vor dem schadigenden Ereignis notwendig.
Diese Bedingung wird durch das aufgestellte Protokoll zur Prakonditionierung erflllt.

In der Bewertung der Intensitat der angewandten Hypoxie (1% O2 (6,75mmHgq)) lasst sich
festhalten, dass der Sauerstoffpartialdruck am Boden einer Zellkulturschale durch die
Diffusionsstrecke von der Oberflaiche des Zellkulturmediums bis zum Boden der
Zellkulturschale noch niedriger als in der Umgebungsluft ist'®®. Bei hohem Sauerstoffverbrauch
konnten in der Zellkultur perizelluléar sogar Werte unter 1mmHg gemessen werden'®. Ein
absoluter Wert fir den Sauerstoffpartialdruck, der flr eine Hypoxieantwort unterschritten
werden muss, ist nicht bekannt. Nach aktueller Literaturlage ist die relative Hypoxie
entscheidend fir die Hypoxieantwort. Die HIF-1a-Expression wird auf ein andauerndes
Sauerstoffangebot eingestellt und kann auf relative Hypoxie reagieren'®. Eine Adaptation an

das neue Hypoxielevel tritt vermutlich in 36h ein®

. Ausgehend von diesen Informationen sollte
das praktizierte Protokoll eine Hypoxieantwort induzieren kénnen.

Fir die Hypoxieantwort ist jedoch nicht nur die Frage entscheidend, ob HIF-1a stabilisiert wird.
Je nach Auspragung der Hypoxie werden zuerst HIF-Prolyl-Hydroxlasen (PHD) inhibiert und
bei starker ausgepragteren Hypoxien wird Asparagin durch factor inhibiting HIF (FIH)

hydroxyliert'®”. Die Inhibition des FIH durch schwere Hypoxie filhrt zur Regulation von anderen
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Zielgenen als durch die alleinige Stabilisierung nach PHD-Inhibition bei milderer Hypoxie®®. So
kénnte es je nach AusmaR der Hypoxie zur Aktivierung unterschiedlicher Hydroxylasen'®® und
anderer Signalwege kommen. Ein Unterschied in der Inhibierung der Hydroxylasen kénnte hier
einen Einfluss auf die Tragweite der Hypoxieantwort nehmen.

Die ausgewahlte Dauer der hypoxischen Vorbehandlung im Rahmen erfolgreicher
Prakonditionierungsmodelle befindet sich ebenfalls in vivo und in vitro zwischen wenigen
Minuten bis Wochen?®1%1% |n einem Inkubator kann das Erreichen der gewiinschten Hypoxie
im Zellmedium Minuten bis wenige Stunden erfordern'®. Daher wurde eine mehrstiindige
Inkubation in Hypoxie ausgewahlt (7h), die nachweislich HIF-1a stabilisieren (Abbildung 14)
und somit eine Hypoxieantwort induzieren konnte.

Die Effekte durch Hypoxie sind zudem multipel und kénnen unmittelbar oder zeitversetzt zu
verschiedenen Veranderungen fuhren. Daher ist das Zeitintervall zwischen Prakonditionierung
und Schadigung relevant fir das AusmaR der Protektion durch Prékonditionierung?’. Die
Angiogenese ist ein Beispiel flir einen spaten und langer anhaltenden Effekt durch neue

GefaRe und verbesserte Durchblutung®°.

Das angestrebte Zellkulturmodell sollte
vordringlich frihe metabolische Veranderungen und Proteinverschiebungen einfangen. Das
Intervall zwischen Prakonditionierung bis zur Schadigung betragt in publizierten und
erfolgreichen Protokollen 30min bis zu 24h?*3''7°_ Das Abklingen der Veranderungen durch
HIF tritt nach circa 5 Tagen ein'®. Die in der vorliegenden Arbeit getesteten Intervalle von Oh
bis zu 48h nach hypoxischem Reiz bis zur Cisplatinschadigung befinden sich innerhalb der
Spannbreite erfolgreicher Modelle in der Literatur. Initial detektierte Préakonditionierungseffekte
kamen nur bei Betrachtung der normalisierten Daten auf die Kontrollgruppe zustande,
wohingegen in den Rohdaten kein Unterschied gesehen werden konnte (Abbildung 17). Das
kénnte daran liegen, dass es in der Kontrollgruppe unter Hypoxie zu einer leicht geringeren
Proliferation gekommen ist und gemessen an dieser Kontroligruppe anteilig mehr
Zelluberleben zu detektieren war. Reduziertes Proliferationsverhalten und eine Umstellung
des Metabolismus der Zellen auf einen geringeren Energieverbrauch konnten in vivo
gegenuber einer Cisplatinexposition schitzend wirken. Diese Beobachtung war in den
Folgeversuchen jedoch nicht reproduzierbar, sodass sich kein stabiler Effekt bestatigen liel3.
Die Testung hypoxischer Prakonditionierung vor dem Cisplatin-Schadigungsmodell erbrachte
auch in primaren Zellen keine signifikanten Unterschiede, sodass spezielle Eigenschaften von
immortalisierten Zellen als Fehlerquelle nicht in Betracht gezogen wurden.
Zusammenfassend konnte durch die Ubertragung der hypoxischen Prékonditionierung in die
Zellkultur trotz Einhaltung bekannter Grundvoraussetzungen in diesen Versuchen keine

reproduzierbare Verbesserung des Zelliberlebens festgestellt werden.
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5.4. PPAN und MEX3C in der Hypoxieantwort und Lokalisation des Proteins
PPAN in der Zelle

PPAN ist ein RNA-bindendes Protein, dass durch seine Funktionen in der Regulationen der
Apoptose, des Zellzyklus, der Mitochondrien und im Reifungsprozess der rRNA>751"" ein
hohes Potenzial aufzeigt in Prakonditionierungsmechanismen eine bedeutende Rolle zu
besitzen. In laborinternen Vorversuchen konnte durch einen Knock-down des homologen
Proteins Brix domain containing Protein eine Verkirzung der Lebensspanne von C. elegans
beobachtet werden.

Die Auswahl des Proteins MEX3C basierte zum einen auf der RNA-Bindungseigenschaft und

t78,84

zum anderen auf der bekannte Ubiquitin-Ligase-Aktivita sowie auf der Beteiligung in der

Hypoxie- und Ischamieantwort®%,

Nach Knock-down der Proteine im Zellkulturmodell vor Hypoxie- und Cisplatinexposition
konnte weder in den immortalisierten HKC-8-Zellen noch in den primaren Zellen eine
Beeinflussung des Zelliberlebens gesehen werden (Abbildung 27 und 28). Trotzdem ist eine
bedeutende Rolle der Proteine in der Hypoxie sowie in der Prakonditionierung nicht
auszuschlieRen.

Bei der Diskussion der technischen Ausfihrung kann angefiihrt werden, dass eine
Verminderung der Proteinmenge durch den Knock-down durch fehlende spezifische
Antikorper fur das endogene Protein nicht bestimmt werden konnte. Daher besteht die
Méglichkeit, dass zum Zeitpunkt der hypoxischen Prakonditionierung noch keine relevante
Verminderung des Proteins eingetreten war. In der Literatur ist beschrieben, dass 48h nach
Knock-down eine Reduktion um 50% des Proteins eingetreten war, wenn die Effizienz des
Knock-downs bei ca. 74% auf RNA-Ebene lag”™®’"'"". Es ist mdglich, dass der restliche
Proteinbestand weiterhin seine Funktion erflllen kann und keine Folgen des relativen Mangels
auftreten. Zur Optimierung des Versuchs kdnnte nach Etablierung der Protein-Quantifizierung
der Effekt des Knock-downs auf Proteinebene untermauert werden.

In einem weiteren Schritt wurde die Lokalisation des Proteins unter Kontrollbedingungen und
Stressbedingungen erfasst, da auch eine Lokalisationsdnderung einen Hinweis auf die
Funktion geben kann. Dabei verdeutlichte sich eine Diskrepanz der Lokalisationsorte: Das
GFP-PPAN aus dem AAV-Plasmid befand sich vor allem in den Nukleoli und in 293T Zellen
zusatzlich geringfugig in den Nuklei, wahrend 3X-FLAG-PPAN aus dem pcDNAG6-Plasmid vor
allem in den Nuklei unter Aussparung der Nukleoli detektiert wurde (Abbildung 23). In der
Literatur wird endogenes PPAN in den Nukleoli und in Mitochondrien lokalisiert und dort auch
spezifischen Funktionen zugeordnet 73757717 Bei genauer Betrachtung der Eigenschaften der
Fusionsproteine kann festgehalten werden, dass beide Vektoren die gleiche mutationsfreie
kodierende Sequenz flr die Isoform 1 des PPAN enthielten und das Tag in beiden Fallen am

N-Terminus des PPAN-Proteins gekoppelt war. In Lokalisationsstudien an PPAN-
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Genfragmenten konnte festgestellt werden, dass der Abschnitt fiir die nukledre Lokalisation
am ehesten im N-Terminus liegt und ein Importsignal in den Nucleolus am ehesten im C-
Terminus zu finden ist’®. In Synopsis mit publizierten Lokalisationen des endogenen PPAN-
Proteins kénnte angenommen werden, dass das eGFP-PPAN aus dem AAV-Plasmid den
tatsachlichen Aufenthaltsort reprasentiert. Folglich misste es im pcDNA6G-Plasmid zur Stérung
des nukleolaren Lokalisationssignals im C-Terminus in der Sekundarstruktur kommen. Zwar
ist das FLAG-Tag kleiner als das GFP-Tag und sollte daher rdumlich gesehen einen kleineren
Storfaktor darstellen, eine beeintrachtigende Wirkung des FLAG-Tags auf den Lokalisationsort
ist jedoch trotzdem grundsatzlich moglich. Die Wahl der Vektoren durfte auf der Ebene der
posttranslationalen Prozessierung keinen Einfluss mehr auf den Aufenthaltsort des
produzierten Proteins haben. Eine Kontrolle der publizierten Lokalisationsorte durch Detektion
des endogenen PPANs mit Hilfe eines Antikdrpers ware notwendig, um die tatsachliche
Lokalisation zu kontrollieren. In der Testung der kommerziell verfigbaren PPAN-Antikorper
farbten diese erneut unterschiedliche Zellkompartimente an (Nukleus ohne Nukleoli oder
gesamter Nukleus mit schwachem Signal im Zytoplasma) (Abbildung 24). Bei den
widersprichlichen Ergebnissen ware es daher notwendig, die kommerziellen Antikérper auf
ihre Spezifitat auf PPAN hin zu testen und nachfolgend die Unterschiede der Lokalisation je
nach Vektor zu erklaren.

Unter Stress konnte in dieser Arbeit keine Veranderung der Lokalisation beobachtet werden
(Abbildung 25). Pfister et al. beschreiben unter Stress eine Lokalisationsanderung in das
Zytoplasma und hier eine Verminderung des PPAN durch Abbau des Proteins™. Hier wurde
der Stress jedoch mit Staurosporin ausgeldst, welches Apoptose induziert. Es ist anzunehmen,
dass das Cisplatin im verwendeten Protokoll ausreichenden Stress auslost, da die Induktion
von Cleaved-Caspase-3 nach Cisplatinexposition bereits nachgewiesen wurde. Zudem ist der
Stress morphologisch in Form von kondensierten, in der Anzahl vermehrt vorliegenden
Nukleoli'**'" sichtbar. Dieser Phanotyp wurde in der Literatur bereits als Mikronukleoli unter
der Einwirkung von Zytostatika beschrieben'*?. Hypoxie allein hatte den Lokalisationsort des
PPANs ebenfalls nicht verandert. Hier konnte durch wenige Stunden Hypoxie keine
nachweisbare Schadigung im Sinne einer Reduktion des Zelliberlebens bei der Durchflihrung
dieser Arbeit sowie von Weidemann et al.?® beobachtet werden, sodass unklar bleibt ob der
Reiz stark genug war, um eine Lokalisationsanderung hervorzurufen. Zur weiteren
Beleuchtung waren Versuche am endogenen Protein mit weiteren bekannten Stressoren in
diesem Zusammenhang sinnvoll.

Lokalisationsstudien konnten am Protein MEX3C nicht durchgefuhrt werden, da die Klonierung
der DNA a.e. bei hohem GC-Gehalt nicht gelang und ein Plasmid zur Generierung eines

MEX3C-Fusionsproteins nicht hergestellt werden konnte.
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5.5. Restriktion schwefelhaltiger Aminosauren im Cisplatin-
Schadigungsmodell

Eine Lebensverlangerung und eine erhOhte Stressresistenz durch eine Kalorienrestriktion

wurde bereits vor Dekaden in Ratten beobachtet und wird seither auf die Wirkmechanismen

hin untersucht**'". Anhnliche Effekte lassen sich ebenfalls durch eine allgemein reduzierte

Aufnahme von Proteinen oder durch die Restriktion einzelner Aminosauren wie dem Methionin

erreichen®173-175,

Auf molekularer Ebene Uberschneiden sich die Signalwege der
Kalorienrestriktion und Proteinrestriktion. In der Kalorienrestriktion sind antioxidative
Mechanismen, Modulationen des Energiestoffwechsels Uber mTOR und AMPK sowie der
Insulinsignalweg bedeutsam?*®2511% Aber auch Aminosaurerestriktionen wie der Methionin-
Entzug beeinflussen den Insulin-Signalweg, fuhren zu erhdhten antioxidativen Kapazitaten
gegeniiber Acetaminophen® oder aktivieren im Falle von Leucin mTOR'®. Dies ist
bedeutsam, da nachweislich eine alleinige mTOR-Inhibition bereits zu einer Erhéhung der
Lebensspanne in verschiedenen Spezies filhren kann'"®"78,

Bei der Suche nach den beteiligten Signalwegen bei Restriktionen schwefelhaltiger
Aminosauren konnte keine Veranderung in der mTOR-Aktivitat festgestellt werden (Abbildung
29). Dabei hatte mTOR durch die Bedeutung in der Erfassung des Nahrstoffangebots, der
Regulierungen von Zelluberleben, Wachstum und Proliferation die Vulnerabilitdt gegenuber

%0179 Effekte Uber einen reduzierten

einer Cisplatinschadigung beeinflussen kdnnen
Energiestatus Uber die AMP-aktivierte Proteinkinase (AMPK) kénnen durch die bekannte
mTOR-Steuerung der AMPK ebenfalls zuriickgestellt werden'®. Eine Vermittiung der
Prakonditionierungseffekte durch alternative Signalwege ist mdglich und von Hine et al.
beschrieben’'. Hier wird von einer gesteigerten Aktivitit des Stoffwechselweges der
Transsulfurierung ausgegangen, welcher die Bildung des Nebenproduktes H>S hervorruft,
dem die schitzende Wirkung zugeschrieben wird. In der vorliegenden Arbeit wurde nicht
untersucht, ob auch in diesem Fall die Restriktion schwefelhaltiger Aminosauren auch eine
endogene H>S-Produktion verstarkt hat.

Der in dieser Arbeit verwendete Entzug schwefelhaltiger Aminosduren zur Modellierung
didtetischer Prakonditionierung erbrachte kein erhéhtes Zelliberleben nach einer
nachfolgenden Cisplatinschadigung. Bewertet man die gewahlte Dauer der
Aminosaurerestriktion, l8sst sich feststellen, dass diese zwischen erfolgreichen

lebenslanglichen Protokollen in Tiermodellen®”-°

und kurzen Protokolle Uber 1-3 Tage
Fasten''? liegt. In vitro zeigten Hine et al. Effekte bereits bei Restriktionen tiber Nacht ”'. Daher
ist ein Misserfolg der Prakonditionierung nicht primar durch eine inadaquate Exposition zu
erklaren.

Der nachste Diskussionspunkt thematisiert die Dauer des Intervalls zwischen dem Reiz und

der Cisplatinexposition. Durch das modifizierte schwefelarme Zellkulturmedium (SA-Medium)
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kam es zu verlangsamtem Proliferationsverhalten in der Versuchsgruppe, welches die
Messungen des Zelliberlebens beeinflusste. Daher musste nach der Restriktion ein Intervall
eingebaut werden, bis beide Zellgruppen wieder ein dhnliches Proliferationsniveau erreichten,
welches 6-7 Tage in Anspruch nahm. Es ist daher mdglich, dass die Zeitspanne der
Schutzvermittlung durch die Prakonditionierung nach 6-7 Tagen nicht mehr nachzuweisen ist.
Eine Losung dieser Problematik ware zum einen durch Durchfuhrung der Versuche an
differenzierten Zellen oder durch eine Wahl einer spezifischeren Messmethode der Apoptose,

welche die Proliferation nicht erfasst, denkbar.

5.6. Reproduktion eines publizierten Zellkulturmodells zur Modellierung
diatetischer Prakonditionierung
Nachdem durch Restriktion schwefelhaltiger Aminosauren keine Veranderung im
Zelliberleben nach Schadigung durch Cisplatin beobachtet werden konnte, erfolgte die
Reproduktion eines erfolgreichen Versuchs zur Modellierung diatetischer Prakonditionierung
im Zellkulturmodell von Hine et al.”". Hier wurden in der prakonditionierten Gruppe hdhere
Uberlebensraten und niedrigere LDH-Werte im extrazellularen Uberstand gezeigt, die in der
Reproduktion nicht bestatigt werden konnten. In der Ursachenforschung flr das negative
Ergebnis kommen zum einen Ungenauigkeiten durch fehlende Informationen zum genauen
Versuchsablauf in Betracht, die beispielsweise die Zelldichte der getesteten Zellen sowie
genaue Zeitangaben betreffen. Eine Beeinflussung der Ergebnisse durch eine abweichende
Zelldichte scheint unwahrscheinlich, da in beiden Kontrollgruppen vergleichbare Zellzahlen
verwendet werden und durch die Messmethode die mdgliche Anzahl an Zellen pro Well
technisch limitiert ist. Es besteht zudem ein Wechsel der Messmethode zur Quantifizierung
des Zelluberlebens zu Resazurin an Stelle von XTT. Bekannte Unterschiede der beiden Stoffe
beziehen sich auf die Permeabilitat durch Zellmembranen. XTT ist nicht membrangangig,
bleibt im Nahrmedium und wird durch membranstandige Dehydrogenasen oder auch durch
NAD(P)H aus mitochondrialen Stoffwechselvorgangen reduziert'®. Resazurin st
zellpermeabel und wird durch Dehydrogenasen, mitochondriale Reduktasen, NAD(P)H, aber
auch durch zytoplasmatische Reduktasen reduziert’®'. Dabei ist der gemessene
Farbumschlag beider Reaktionen proportional zur Zahl lebender Zellen''®'  Kritisch
betrachtet sollten sich durch diesen Wechsel keine grundlegenden Veranderungen in der
Auswertung ergeben kénnen. Hine beschreibt zudem keine vorangehende Vorbehandlung der
Zellen im Sinne einer Differenzierung. Schlussendlich verbleibt bei Verwendung der selben
Zelllinie noch die Mdglichkeit, dass unterschiedliche Passagen der Zelllinie zu eingeschrankter

Vergleichbarkeit fihren.
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5.7. Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Ubertragung der Prakonditionierung in ein
Zellkulturmodell angestrebt. Die Schadigung wurde durch eine Cisplatinexposition vermittelt,
die Prakonditionierung durch Hypoxie oder durch Zellkulturmedium ohne schwefelhaltige
Aminosauren. Da durch die verwendeten Protokolle kein Effekt durch die Prakonditionierung

gesehen werden konnte, erfolgte die Diskussion der Teilaspekte des Zellkulturmodells.

In der vorliegenden Arbeit konnte ausgearbeitet werden, dass HKC-8-Zellen Zilien tragende,
differenzierte Zellen sind und als Modell proximaler Nierentubuluszellen in Frage kommen.
Auch wenn durch ein Zellkulturmodell ein komplexer Organismus mit Regelkreisen zwischen
dem Immunsystem oder Veranderungen in der Blutzufuhr nicht vollends reprasentiert werden
kann, verschafft es eine schnelle und einfachere Madglichkeit, in molekularbiologische
Prozesse Einblick zu erhalten. Die verwendete immortalisierte Zelllinie kdnnte jedoch
Mutationen beherbergen, die den Metabolismus in Bezug auf die untersuchten Signalwege
relevant verandert haben kénnten. Dies kdnnte im Laufe des Passagierens auch durch
Generation von Subpopulationen auftreten. Ein weiterer Kritikpunkt kommt im bearbeiteten
Modell dadurch zustande, dass undifferenzierte Zellen vorlagen, was einen Ansatzpunkt fur
kinftige verbesserte Modelle darstellt. Da die Verwendung von primaren Zellen ebenfalls
keinen Prakonditionierungseffekt aufzeigte, kann eine ausbleibende Detektion eines Effekts

nicht ganzlich an den besonderen Eigenschaften immortalisierter Zellen liegen.

Die Modellierung des akuten Nierenversagens mittels Cisplatin fuhrt zur Apoptose und zur
Hemmung der Proliferation, wobei die Proliferation in immortalisierten, proliferierenden Zellen
ungleich relevanter ist als in einem differenzierten Organ. Zur Umgehung dieser Problematik
ware eine Testung anderer Stressoren, wie beispielsweise H.O2, mdglich.

Ein besonders wichtiger Teilaspekt zur Verbesserung des Modells ist die Etablierung einer
spezifischen Messmethode zur Messung der Schadigung. Wie bereits vorgeschlagen, konnte
durch die Bestimmung der Cytochrom-C-Freisetzung ins Zytosol, den Abbau des
antiapoptotischen Bcl-2-Proteins oder durch fluorometrische Tests der Caspase-3-Aktivitat die
Apoptose spezifischer gemessen werden. Dadurch wirde das Proliferationssignal der
gesunden Zellen nicht gemessen werden und kleinere Effekte in der Schadigung kdnnten
besser aufgedeckt werden.

Um die Zellen zu prakonditionieren kdnnten Optimierungen in den Protokollen getestet
werden. Weitere Protokolle, die moglicherweise Effekte hervorbringen kénnten waéren

27,29,107

beispielsweise intermittierende Hypoxien oder die Testung weiterer Zeitintervalle nach

Restriktion schwefelhaltiger Aminosauren.
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In der Literatur gibt es multiple Hinweise dafur, dass die verschiedenen Reize, welche eine
Prakonditionierung erreichen koénnen, sich in ihren Signalwegen Uuberschneiden und
gegenseitig modulieren kdnnen'®. Es ist bekannt, dass mTOR auch HIF reguliert®>*° oder eine
Hypoxie zur Enthemmung der Cystathione-gamma-lyase fiihrt und somit zu erhéhten H,S-
Spiegeln fiihren kann'®. Hine hatte H,S als zentralen Mediator fiir die Préakonditionierung
durch den Entzug schwefelhaltiger Aminoséauren identifiziert *. In der Literatur konnte bereits
mehrfach ein positiver Effekt fiir Prakonditionierung durch H,S gezeigt werden''8% Aus
diesem Argument heraus konnte H>S ebenfalls in diesem Modell auf seine Wirkung im
Zellkulturmodell getestet werden. Zusammenfassend kdnnen verschiedene Reize so am Ende
zum selben Prakonditionierungseffekt fiinren®’ und Kandidat fiir ein erfolgreiches
Prakonditionierungsmodell sein.

Zur Untersuchung der Proteine PPAN und MEX3C und ihrer Rolle als mdgliche Regulatoren
der Hypoxieantwort konnte die hypoxische Prakonditionierung und das Cisplatin-
Schadigungsmodell an Zellen nach erfolgreichem Knock-down beider Proteine getestet
werden. Hierdurch konnte jedoch keine Beeinflussung des Uberlebens erreicht werden.
Knock-out-Zelllinien kénnten dafiir sorgen, dass keine Rest-Proteinbestande vorliegen wirden
und die Bedeutung der Proteinminderung nicht verschleiern. Durch die Generation einer HKC-
8-Zelllinie mit stabiler Integration des GFP-markierten PPAN-Gens konnten zudem
Lokalisationsstudien durchgefuhrt werden. Diese sollten jedoch am endogenen Protein
wiederholt werden, um die widersprichlichen Aussagen in dieser Arbeit beantworten zu
konnen. Lokalisationsstudien am Protein MEX3C fehlen bei technischen Schwierigkeiten in

der Amplifikation der MEX3C-DNA, die zur Generierung einer stabilen Zellline notwendig ist.

Trotz der Hurden, die bei der Konzeption eines Zellkulturmodells der Prakonditionierung vor
Nierenzellschadigung entstanden sind, ware die Bearbeitung und Losung der beschriebenen
Problematiken sinnvoll. In diesem Fall ware die Untersuchung der molekularen Vorgange bei
Prakonditionierung mdglich, die zur Klarung der genauen Mechanismen des
Prakonditionierungseffekts notwendig ist. Trotz laufender Forschung an Tiermodellen mit
Vorteilen in Bezug auf systemische Prozesse wirde durch ein Zellkulturmodell ein hdherer
Durchsatz an Versuchen an einzelnen Faktoren moglich sein. Durch die geschaffene
Grundlage kdnnten nachfolgend Hypothesen mit hohem Potenzial in Tiermodellen fokussiert
analysiert werden. Das Ziel der Entschlisselung des Prakonditionierungseffektes bleibt die
Ubertragung des Wissens in die humane Medizin und die Pravention antizipierbarer Schaden

durch das Eingreifen in den humanen Metabolismus.
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8. Vorabveroffentlichungen von Ergebnissen
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