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Die Niere und Modelle der Niere

1 Einleitung
1.1 Die Niere und Modelle der Niere

Die Niere spielt eine wichtige Rolle in der Exkretion von metabolischen Endprodukten
und vom Korper nicht mehr bendtigten Ionen, aber auch in der Riickresorption von
lebensnotwendigen Ionen und Néhrstoffen. Dadurch wird unter anderem die
Zusammensetzung der Elektrolyte und das Volumen der extrazelluldren Fliissigkeit
bestimmt. Die Niere setzt sich im Wesentlichen aus den drei Teilen Kortex, Medulla und
Papille zusammen und ist von einer festen Kapsel aus Bindegewebe und glatten Muskeln
umgeben. Sie besteht insgesamt aus etwa 1 Million Nephronen. Diese Nephrone werden
aus dem Nierenkdrperchen und den dazugehdrigen Nierenkanédlchen (Tubulussystem)
gebildet, die iiber den proximalen Tubulus, die Henle'sche Schleife und den distalen
Tubulus in das Sammelrohrsystem miinden. Neben anderen Zellen besteht der Kortex
hauptséchlich aus den epithelialen proximalen Tubuluszellen, welche sich zur
Bowman'schen Kapsel formen. Diese wiederum umgibt den Glomerulum, der von dem
Geflecht der glomeruldren Kapillaren, bestehend aus fenestrierten endothelialen Zellen,
einer Basalmembran und den sogenannten Podozyten, die auf der Basalmembran sitzen,
gebildet wird. Im Glomerulum wird das Blut, das iiber das Kapillargeflecht ankommt,
gefiltert, d. h. Proteine und Zellen werden zuriickgehalten, wéhrend das Wasser mit allen
sonstigen geldsten Stoffen in den Tubulus gelangt. Von dort wird der groBite Teil dieses
Filtrats durch die Tubuluswand wieder ins Blut zuriicktransportiert (Resorption). Der Rest
wird mit dem Urin ausgeschieden. Im proximalen Tubulus befinden sich spezielle
Transporter, die fiir die Resorption von Glukose und Aminoséuren zusténdig sind. Dariiber
hinaus spielen die tubuliren Zellen eine entscheidende Rolle im Séure-Base-
Gleichgewicht, da das meiste Bikarbonat resorbiert wird und das synthetisierte
Ammonium in das tubuldre Lumen diffundiert (Haschek und Rousseaux, 1991).

Da 90 % des Blutes, das in der Niere ankommt, durch den Kortex flie3t, sind nach
Einwirken von Xenobiotika und deren Metaboliten meistens die Zellen des proximalen
Tubulus betroffen. AufBlerdem findet der tubuldre Transport von organischen und
anorganischen lonen, Proteinen und Peptiden mit einem geringen Molekulargewicht,
GSH-Konjugaten und Schwermetallen {iberwiegend, wenn nicht sogar ausschlieBlich, im
proximalen Tubulus statt. Ein Grund fiir die erhéhte Empfindlichkeit des proximalen
Tubulus fiir Toxine kdnnte auch mit der fast ausschlielich dort vorkommenden Aktivitit
des Cytochrom P450 und der B-Lyase zusammenhdngen, da die Bioaktivierung von

Substanzen dadurch ebenfalls auf diese Region der Niere beschrinkt ist. Schiddigungen der
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Einleitung

proximalen Tubuli wirken sich auf das Gleichgewicht zwischen Wasser und den geldsten
Stoffen aus, da 60-80 % der geldsten Stoffe und des Wassers dort resorbiert werden. Eine
Reihe von Medikamenten, Metallen und Schadstoffen aus der Umwelt konnen eine
Schiadigung der Niere verursachen, die im Wesentlichen aus der Aufkonzentrierung
wihrend der Wasserresorption in den Tubuli resultiert. Klinische Symptome von
Nierenschéden treten oft erst sehr spét auf, d. h. wenn bereits 70-80 % der Niere zerstort
sind, da in der Niere zundchst gegenregulatorische Reaktionen ablaufen (Pfaller und
Gstraunthaler, 1998).

Glomerulum

Mierenmark Corpusculum renale

Misranrimnde Tubulus contartus proxirmalis

Acteriola afferens
Misrenpyramide Arteriola efferens
Vasa capillaria
Misrenbacken Vena interlobularis
Arteria interiobularis
Tubulus rectus proximalis
2N

Tubulus contortus
distalis

Cortex renis

Tubulus renalis

Arteria arcuata colligens

‘Vena arcuata

% | Nisremiens Arteriolae rectae Medulla renis

Nigrenkelch

Harnilgiter
Higrenkapss! Papilla renalis

Abb. 1: Links: Grober Aufbau der Niere (http:/www.cystinose-selbsthilfe.de/images/
nierequerschnitt.jpg); Rechts: Feinbau der Niere (modifiziert nach Gray mit anatomischen
Fachtermini).

Ganz allgemein konnen in der Niere Verdnderungen des Ionengleichgewichts, der
Zellpolaritét, der Calciumhomoostase und der mitochondrialen Funktion als Reaktion auf
eine Toxineinwirkung stattfinden (Klaasen, 2001). Aminoglykoside, Amphoterizin und
Cisplatin verursachen durch ihre tubuldre Toxizitdt eine schwere Schidigung des
Nierengewebes, die bis zum akuten Nierenversagen fiihren kann (Nagai and Takano, 2004;
Mayer et al., 2002; Saleh und El-Demerdash, 2005; Grauer, 1996), welches wiederum mit
einer drastischen Senkung der glomeruldren Filtrationsrate einhergeht. Penizilline und
Cephalosporine fithren zu einer akuten interstitiellen Nephritis, die durch eine
inflammatorische Reaktion und Infiltrierung durch Lymphozyten und Monozyten
gekennzeichnet ist (Borlak, 2005). Des Weiteren fiihren sie zu einer akuten Nekrose im
proximalen Tubulus, die in erster Linie durch Azylierung bestimmter Zielproteine und

durch Lipidperoxidation verursacht wird (Tune, 1997).
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Die Niere und Modelle der Niere

Einige natiirliche und synthetische Substanzen =zeigten karzinogenes Potential in
Langzeitstudien mit Ratten. Eines dieser Nierenkarzinogene ist Ochratoxin A (OTA), das
auch fiir den Menschen als kanzerogen eingestuft wurde (Lock und Hard, 2004). Obwohl
einige Studien zu OTA existieren, ist der Mechanismus, iiber den die Toxizitdt und
Kanzerogenitit vermittelt wird, noch immer nicht geklirt. Ahnlich wie OTA sind auch
Fumonisin B1, Chloroform, Kaliumbromat, N-Nitrosomorpholin, Aristolochiasédure und
2-Nitrofluoren krebserregend fiir die Ratte und werden somit als potenziell krebserregend
fir den Menschen angesehen, wobei auch hier bisher die Aufklirung des
Wirkungsmechanismus unzureichend ist. Generell kann man sagen, dass das Epithelium
des proximalen Tubulus sehr hdufig bei solchen toxischen Effekten betroffen ist und als
Reaktion auf diese Substanzen eine Reihe von komplexen Vorgidngen durchléuft, deren
Mechanismen allerdings weitestgehend unbekannt sind. Um eine genauere Vorstellung
dieser Vorgédnge zu bekommen, denen die Nephrotoxizitiat zugrunde liegt, ist der Einsatz
von in-vivo- und in-vitro-Modellen unabdingbar.

1.1.1 In-vitro-Modelle

In den letzten Jahrzehnten wurden neben in-vivo-Studien verstdrkt in-vitro-Systeme
entwickelt, um die zelluldren und genetischen Verdnderungen in der Niere zu erforschen.
Wichtig war und ist dabei die Untersuchung der Eignung der in-vitro-Systeme als
reprasentative Systeme fiir die Niere. In der Literatur wurde schon iiber eine Reihe von
verschiedenen in-vitro-Modellen fiir die Niere berichtet. Boogaard et al. (1990)
beschrieben die am hiufigsten genutzten Modelle, wie Gewebeschnitte der Niere,
perfundierte Nephronsegmente, isolierte Tubuli sowie isolierte tubuldre Zellen in
Suspension, langlebige primére Zellkulturen und Zelllinien. Alle diese Modelle haben ihre
Vor- und Nachteile, die im Folgenden kurz erldutert werden. Gewebeschnitte aus Niere,
Leber und Lunge stellen mit ihrer dreidimensionalen Architektur eine sehr niitzliche
Methode fiir Kurzzeit-Behandlungsstudien dar (De Kanter et al., 2002), allerdings sind
funktionelle Verdnderungen, die nur in bestimmten Zelltypen vorkommen, in
Gewebeschnitten sehr schwierig zu ermitteln (Ruegg, 1994) und die Zellen an der
Oberflache dieser Schnitte nehmen oftmals Schaden wahrend der Préparation, so dass eine
verniinftige Auswertung beeintrichtigt wird.

Bei perfundierten Nephronsegmenten ist ungiinstig, dass einige Substanzen die tubulire
Oberfliachenbeschaffenheit verdndern und dieses System dadurch instabil machen. Bei
isolierten Tubuli hingegen miissen die Substanzen erst bis ins Innere diffundieren, um eine
Reaktion zu erzeugen. Von Nachteil ist dabei, dass dieser Prozess linger dauern kann als

die Lebensdauer dieser Tubuli, die nur einige Stunden betrégt (Pfaller und Gstraunthaler,
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1998). Im GroBlen und Ganzen haben sich in den letzten Jahren primére Zellkulturen und
die Kultivierung bestimmter Nierenzelllinien als in-vitro-Modell durchgesetzt. Zum
Beispiel erforschten Hara-Chikuma und Verkman (2006) die Rolle von Aquaporin-1 in
primdren murinen proximalen Tubuluszellen bei der Migration dieser Zellen und deren
Verhalten nach Toxineinwirkung. In primiren Rattenzellen konnten neue Aspekte zur
proapoptotischen ~ Wirkung von polychlorierten Biphenylen erforscht werden
(Santiago et al., 2006). Lithe et al. (2003) beobachteten die Induktion gleicher Gene in
primdren proximalen Tubuluszellen der Ratte und der Rattenniere in vivo nach der
Behandlung beider Modelle fiir ein oder drei Tage mit OTA. In einem weiteren
in-vitro-Modell, der Rattennieren-Zelllinie NRK-52E, wurde z. B. festgestellt, dass
Cadmium den Zellzyklus in der G2/M-Phase blockiert, der durch eine erhohte Aktivitit
des Tumorsuppressorproteins p53, eine erhohte Expression von Zellzyklus-Kinase
Inhibitoren wie p27 und p21 und eine erniedrigte Expression der Zellzyklus-Kinasen Cdk1
und Cdk2 gekennzeichnet war (Xie und Shaikh, 2006). Ebenfalls konnte mittels der
NRK-52E-Zellen beobachtet werden, dass Oxalat, welches als metabolisches Produkt von
der Niere exkretiert wird und in hoheren Konzentrationen zu oxidativem Stress und Zelltod
fiihrt, sowohl zu apoptotischem als auch zu nekrotischem Zelltod fithrt (Miller et al.,
2000). In Versuchen mit der humanen Nierenzellinie HK-2 konnte gezeigt werden, dass
Cyclosporin A (CsA), welches als Immunsuppressivum in der Transplantationsmedizin
Einsatz findet, zur epithelialen mesenchymalen Transition und somit zur Nierenfibrose
fiihrt, und Mediatoren wie TGF-beta und CTGF induziert (McMorrow et al., 2005). Diese
Untersuchungen kdnnten neue Strategien aufzeigen, um die CsA induzierte Nierenfibrose
zu verhindern.

Zuverléssige in-vitro-Modelle sind dringend notwendig. Die Entwicklung dieser Modelle
wird durch verschiedene Griinde vorangetrieben. Im Wesentlichen sind dies ethische
Griinde und die '3 R’s": 'Reduction', 'Refinement' und 'Replacement’, aber auch Griinde,
wie Kosten- und Zeiteinsparung. Zuverldssige in-vitro-Modelle konnten in Zukunft
entscheidend zur Reduzierung von in-vivo-Studien beitragen und nach entsprechender
Validierung moglicherweise manche in-vivo-Experimente ganz ersetzen. Allerdings zeigen
die Daten, dass die bisherigen in-vitro-Modelle die in-vivo-Situation nur z. T.
widerspiegeln und dass nur ganz bestimmte Fragestellungen mit in-vitro-Systemen
untersucht werden konnen. Beispielsweise wurde festgestellt, dass primédre Hepatozyten,
aus Mensch oder Tier isoliert, in Kultur genommen und mit der Leber an sich verglichen,
eine Reihe von leberspezifischen Eigenschaften verlieren (Boess ef al., 2003; Waring et al,
2003). Gant und Zhang (2005) zeigten, dass sich das Expressionsprofil von priméren

hippocampalen neuronalen Zellen wahrend der Kultivierung zunehmend verdnderte und

Seite 4



Allgemeine Kanzerogenese und Nierenkanzerogenese

somit nicht stabil war. Um diese Diskrepanzen zu beseitigen, sind weitere Untersuchungen

und Verbesserungen unbedingt erforderlich.

1.2 Allgemeine Kanzerogenese und Nierenkanzerogenese

Fiir die Entstehung von Krebs wird eine Vielzahl von Maoglichkeiten diskutiert. Die
Entstehung von Krebs lauft in drei Phasen ab (Abb. 2): Initiation, Promotion und
Progression (Borzelleca, 2001), wobei nur in der ersten und letzten Phase die strukturellen
Verdnderungen der DNA zu beobachten sind. Metabolismus, DNA-Schiadigung und
-Reparatur, sowie eine DNA-Schidigung fixierende Zellteilung sind die wichtigsten
Abldufe in der Initiationsphase. Niedrige Dosen von Karzinogenen kénnen unter anderem
in dieser Phase sogar protektiv sein, was mit dem Begriff der Hormesis beschrieben wird
(Henschler, 2006). Kritische Mutationen in bestimmten Genen, die mdglicherweise in der
Initiationsphase entstehen, kdnnen zur neoplastischen Transformation fiihren (Williams,
2001).

Eher reversible Verdnderungen, wie z. B. die Aktivierung von proliferativen Signalwegen,
sind die molekulare Basis der Tumorpromotion. Sowohl bei der Initiation als auch der
Promotion scheint die Zellzyklusregulation wesentlich beteiligt zu sein. Das
Tumorsuppressorgen p53 spielt dabei eine entscheidende Rolle. Es verhindert die
Progression des Zellzyklus nach einer Schddigung der DNA, =z B. nach
Substanzeinwirkung, wodurch entweder der Schaden repariert werden oder die Zelle bei zu
starker DNA-Schidigung in die Apoptose eintreten kann. Wenn nun aber das p53-Gen
mutiert ist oder fehlt, kann der Zellzyklus nicht angehalten werden und die geschidigte
DNA wird somit repliziert, was zu Mutationen in weiteren kritischen Genen fithren kann.
Das heifit, dass eine verdnderte Zelle neue Eigenschaften und einen Vorteil gegeniiber
normalen Zellen erwerben kann, welches dann zum néchsten Schritt, der Progression,
fiihrt.

Die Phase der Progression beschreibt demnach die Entstehung und Manifestation einer
karyoptypischen Instabilitit, die zur Mutation von weiteren Genen fiihrt. Die
Tumorprogression bedeutet den Ubergang vom benignen Tumor bzw. der
praneoplastischen Lésion zum malignen invasiven Tumor. Damit wird deutlich, dass eine
Tumorzelle neben den oben genannten noch eine Reihe von neuen Eigenschaften
gegeniiber einer gesunden Zelle erworben hat: Dedifferenzierung, Verlust der
Kontaktinhibition und Instabilitét des Phénotyps. Zusatzlich kann eine Mobilisierung in
den Blutkreislauf oder das lymphatische Gewebe und dadurch eine Ansiedelung in

weiteren Geweben auftreten, welches dann zur Metastasenbildung fiihrt.
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Wie bereits erwahnt unterliegen die Krebszellen nicht mehr der normal vorherrschenden
Kontrolle von Regulationsproteinen. Die kritischen Mutationen findet man in bestimmten
Genen, die im Wesentlichen in zwei Klassen eingeteilt werden: Proto-Onkogene oder
zelluldre Onkogene, wie z. B. myc, fos, jun, ras, raf, src, met, sis, fgf, und
Tumorsuppressorgene, wie z. B. RB-1 oder p53. Die Aktivierung der Onkogene und
Inaktivierung der Tumorsuppressorgene geschieht beispielsweise durch Punktmutation,
Insertion und Deletion, die aus der DNA-Synthese in Anwesenheit von Addukten
resultieren kann, oder durch Verdnderungen des Methylierungsstatus. Diese Gene sind in

verschiedene Signalwege involviert, die dann nicht mehr den normalen Mechanismen der

normale Zells
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Abb. 2: Mehrstufenmodell der Kanzerogenese (verdndert nach A. Ramstock; Vortrag: Chemische

Kanzerogenese)

Wachstumskontrolle unterliegen. Beispielsweise zeigte Hall 1994, dass ras fir
Guanosintriphosphatasen kodiert, die in Signaltransduktionswegen fiir die Kontrolle des
Wachstums und der Differenzierung fungieren. Verschiedene Mutationen des Gens 16sen
eine dauerhafte Aktivierung aus, storen somit den natiirlichen Aktivierungs- und
Inaktivierungsmechanismus und dadurch auch die Regulationen von Wachstum und

Differenzierung. Dem Tumorsuppressorgen p53 kommt eine besondere Rolle zu, da es als
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Wildtypgen eine neoplastische Transformation unterbinden kann. Heutzutage sind iiber
20000 Mutationen dieses Gens bekannt und in 50 % aller Krebsarten des Menschen liegt
eine Mutation dieses Gens vor. Da dieses Tumorsuppressorgen in verschiedenen
Signalwegen, wie Wachstums-Arrest, Apoptose, DNA-Reparatur und Differenzierung,
involviert ist, stellen Verdnderungen des Gens verschiedene kritische Ausgangspunkte dar,
die wiederum neue 'Targets' und Therapiemoglichkeiten erdffnen (Hussain und Harris,
2006). Ein weiterer Mechanismus, der in Krebszellen aktiviert ist, die Telomeraseaktivitét,
ermoglicht die unbegrenzte Zellteilung. Sie verhindert den Verlust von genetischem
Material an den Chromosomenenden, der normalerweise als Alterunsgprozess in
Korperzellen auftritt.

Allgemein unterscheidet man biologische, physikalische und chemische Faktoren, die die
Entstehung von Krebs auslosen oder begiinstigen. Als biologische Faktoren, die an einer
Krebsentstehung beteiligt sein konnen, kommen vor allem Infektionen mit Wiirmern,
Bakterien oder Viren in Betracht. Man hat herausgefunden, dass das Auftreten des
Burkitt-Lymphoms in Verbindung mit Epstein-Barr-Virus-Infektionen steht und dass
Infektionen mit dem Papillomavirus eine Rolle beim Gebédrmutterhalskrebs spielen.
Chronische Hepatitisinfektionen steigern nachweislich das Auftreten von Leberkrebs. Des
Weiteren kann eine Infektion mit dem Magenbakterium Helicobacter pylori zu
Lymphomen des Magens fiihren. Meist bringt der infizierende Organismus ein
Fremdprotein in die Zelle ein, das in die normale Kontrolle der Zellproliferation eingreift.
Weitere Faktoren, die zu einem erhohten Krebsrisiko fiihren, sind angeborene genetische
Verdnderungen in  bekannten oder noch unbekannten Onkogenen  oder
Tumorsuppressorgenen. Allerdings ist der prozentuale Anteil von Krebserkrankungen mit
genetischem Hintergrund bei Erwachsenen recht niedrig, er betrdgt nur 5-10 %. Als
Beispiel seien Verdnderungen des BRCAI- und BRCA2-Gens genannt, die bei der
Entstehung von Brustkrebs entscheidend beteiligt sind (Boulton, 2006). Physikalische
Ursachen, die zur Krebsentstehung fithren konnen, sind z. B. ionisierende Strahlung,
UV-Strahlen und Mineralfasern (Asbest). So kann es nach einer Strahlentherapie zur
Bekdmpfung eines Tumors, die erwartungsgemill durch eine erhohte Mutationsrate zum
Absterben der Tumorzellen fiihrt, aber auch unerwiinschte Mutationen in den gesunden
Zellen des Korpers verursacht, zur Ausbildung eines Sekundirtumors nach einer langen
Latenzperiode kommen. Man unterscheidet die strukturellen Verdnderungen der DNA, die
durch UV-Einwirkung oder ionisierende Strahlung hervorgerufen werden: ersteres erzeugt
Pyrimidindimere, wohingegen letzteres eher DNA-Strangbriiche verursacht.

Eine Reihe von chemischen Substanzen spielt ebenfalls eine Rolle bei der Entstehung von

Tumoren. Sowohl synthetische als auch natiirlich vorkommende Substanzen, die zur
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Entstehung von Neoplasien fithren, kénnen auf verschiedene Art und Weise wirken. In der
chemischen Kanzerogenese unterscheidet man genotoxische Kanzerogene, die mit der
DNA direkt oder nach Umwandlung in einen reaktiven Metaboliten interagieren, wie z. B.
2-Nitrofluoren und Aristolochiasdure im Falle der Niere (Beije und Moller, 1998;
Cui et al, 1999), und nicht-genotoxische Kanzerogene, wie z. B. Ochratoxin A und
Kaliumbromat (Chipman et al., 1998; Turesky, 2005), die keine direkten DNA-Addukte
bilden und Kanzerogenese iiber primir epigenetische Mechanismen induzieren.

Wie im letzten Absatz erwihnt, kdnnen manche genotoxischen Kanzerogene die DNA
direkt angreifen, wahrend andere zuerst durch Metabolisierung in ein reaktives Molekiil
umgewandelt werden miissen. Durch die Entdeckung dieses Mechanismus wurde die
Wissenschaft der chemischen Kanzerogenese entscheidend vorangebracht. Am Beispiel
der Ring-Hydroxylierung von 2-AAF (2-Acetylaminofluoren) konnte gezeigt werden, dass
die Ausgangssubstanz nicht direkt kanzerogen war, sondern dass die durch Metabolismus
entstandenen Elektrophile fiir die Mutationen verantwortlich waren (Stout et al., 1980).
Prinzipiell 14sst sich die Metabolisierung von fremden, aber auch endogenen Substanzen in
zwei Phasen einteilen. Der Phase-I-Metabolismus findet im ER mittels Cytochrom P450-
Oxidasen und -Reduktasen, sowie durch Aminoxidasen statt. Generell kommt es dort zu
einer Biotransformation, bei der die Substanz durch die Einfiihrung eines Sauerstoffs
polarer wird. Im Phase-II-Metabolismus laufen dann Konjugationsreaktionen ab, die in
erster Linie im Cytosol stattfinden. Sowohl bei den Phase-I- als auch Phase-II-Reaktionen
konnen hoch reaktive elektrophile Substanzen entstehen, die mit nukleophilen Zentren von
Proteinen und Nukleinsduren, z. B. der DNA, reagieren konnen. Bei der Reaktion mit
DNA entstehen Addukte, die zu den erwdahnten Mutationen fithren kénnen.

Ein Uberblick iiber die bisher bekannten Mechanismen der Aktivierung von Kanzerogenen
soll in den nichsten Abschnitten erfolgen.

Eine wichtige Rolle in der Karzinogenese spielen z. B. freie Radikale (Kovacic und
Jacintho, 2001; Valko et al., 2004). Eine Quelle fiir freie Radikale kann die Reduktion von
molekularem Sauerstoff sein, welche z. B. bei der mitochondrialen Oxidation auftreten
kann (Kowaltowski und Vercesi, 1999). Freie Radikal-Intermediate konnen aber auch im
Phase-I-Metabolismus von chemischen Karzinogenen entstehen, z. B. bei der
Metabolisierung von Chloroform durch CYP450-Monoxygenasen oder bei der Reduktion
von Nitrobenzol. Ebenso wurden Radikale bei der Spaltung der Ester von heterozyklischen
Aminen nach einer Phase-II-Konjugation nachgewiesen (Kovacic und Jacintho, 2001).
Diese Radikale kénnen dann direkt mit Makromolekiilen reagieren. Die Aktivierung von
Karzinogenen durch die Prostaglandin-H-Synthetase konnte eine weitere Moglichkeit

darstellen, wobei die Oxidation mittels der Peroxidaseaktivitit wiederum héufig zur
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Entstehung eines freien Radikal-Produkts fiihrt. Diesen Vorgang bezeichnet man als
Co-Oxygenierung (Marnett, 1981) und konnte im Falle von 2-AAF gezeigt werden. Dieser
Weg spielt vor allem eine Rolle in nicht-hepatischen Geweben, wie der Niere (Zenser et al,
1981; Eling et al., 1990). Hook und Ford (1983) fanden ebenfalls heraus, dass in der Niere
die meisten Xenobiotika eine Aktivierung durch Metabolisierung durchlaufen. Obwohl nur
sehr  wenige Daten bisher dazu bekannt sind, steht die genannte
Prostaglandin-H-Synthetase in  Verbindung mit der Aktivierung von FNT
(2-[4-(5-nitro-2-furyl)-2-thiazolyl]-hydrazide), einem bekannten Karzinogen fiir die Niere
(Walters et al., 1986). Normalerweise werden Substanzen durch die Konjugation mit
Glutathion, katalysiert durch Glutathion-S-Transferasen, inaktiviert und ausgeschieden. In
einigen Fillen kann dies aber auch zur metabolischen Aktivierung fithren, wie z. B. bei
Haloalkanen und —alkenen, die in einigen Organen Neoplasien induzieren — am héufigsten
in der Niere (Monks et al., 1990, Briining ef al., 1997), wobei der endgiiltige Mechanismus
auch hier noch unklar ist.

Ein Grund fiir das dauerhafte Bestehen von DNA-Addukten, und somit Verdnderungen der
DNA Dbei genotoxischen Wirkmechanismen, ist oftmals das Versagen der
DNA- Reparaturmechanismen. Uber 100 Gene sind in DNA-Reparaturmechanismen
involviert und sorgen normalerweise fiir die Erkennung und die Reparatur schiadigender
Veridnderungen. Als ein Beispiel fiir Reparaturenzyme der DNA seien Alkyltransferasen
genannt, die z. B. die Alkylgruppen vom 0°-Guanin entfernen kénnen (Hansen et al.,
2007). Ein weiterer Reparaturmechanismus, der bei den oben beschriebenen, durch
UV-Strahlung verursachten Pyrimidindimere greift, ist die Nukleotidexzisionsreparatur
(Van der Wees, 2007). Umar et al. (1994) konnten zeigen, dass ein weiterer
DNA-Reparaturmechanismus, die Mismatch-Reparatur, in Krebs-Zelllinien defekt war und
somit moglicherweise auch mit den humanen Krebsarten in Verbindung stehen konnte.

Die beschriebene metabolische Aktivierung ist fiir den Wirkmechanismus und auch die
Organ- und Speziesspezifitit von genotoxischen Kanzerogenen entscheidend. Dagegen
sind epigenetische bzw. nicht-genotoxische Karzinogene eher nicht reaktive Substanzen
und bilden auch nach Metabolisierung keine DNA-Addukte. Fiir nicht-genotoxische
Kanzerogene diskutierte Mechanismen sind z. B. die Aktivierung der Zellproliferation, die
Hemmung der Apoptose, die Schwéchung des Immunsystems und die dadurch verringerte
Erkennung von entarteten Tumorzellen und Verdnderungen in der Hormonregulation. Ein
Spezialmechanismus, der nur bei ménnlichen Ratten auftritt, ist die Akkumulation des
0,-Globulins durch bestimmte Stoffe, wie z. B. d-Limonen oder 1,4-Dichlorobenzen. Dies
fiihrt zur verstirkten Zellproliferation, einer weiteren Akkumulation des a,,-Globulins und

schlieBlich zur Degeneration der Zellen.
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Sogenannte promovierende Substanzen konnen die Entwicklung von Tumoren in
prdinitiierten Zellen vorantreiben, im Prinzip durch die gleichen Mechanismen wie fiir
komplette nicht-genotoxische Kanzerogene diskutiert. Der Unterschied zu kompletten
Kanzerogenen ist, dass flir promovierende Substanzen eine initiierende Mutation in der
Zielzellen-DNA vorhanden sein muss. Bei kompletten nicht-genotoxischen Kanzerogenen
ist vorstellbar, dass indirekte DNA-Schiaden durch z. B. substanzinduzierten oxidativen
Stress entstehen, die somit zu initiierenden Mutationen fithren. Promovierende Substanzen
konnen beispielsweise in bestimmte Signalwege eingreifen und dadurch die Genexpression
verdndern. TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate), ein bekannter Tumorpromotor,
fiihrt zur konstitutiven Aktivierung der Proteinkinase C, die normalerweise als Mediator
nach Aktivierung von Tyrosinkinaserezeptoren und G-Protein gekoppelten Rezeptoren in
der Zellmembran viele intrazelluldre Signalwege aktiviert (Ashendel, 1985). TCDD
(2,3,7,8-Tetrachlordibenzo-1,4-dioxin) bindet und aktiviert den Arylhydrocarbon-Rezeptor
(AHR) - ein ligandenabhdngiger Transkriptionsfaktor - und verstirkt somit die
Transkription von Genen mit einer bestimmten Erkennungssequenz (HRE). Die Wirkung
von promovierenden Substanzen scheint also auf die Interaktion mit spezifischen
Rezeptoren zuriickzufilhren zu sein, was eine Erkldrung flir die Gewebsspezifitit
bestimmter Substanzen unterstiitzt.

Eine Klassifizierung von Substanzen beziiglich ihres kanzerogenen Potentials besonders
fiir den Menschen, aber auch fiir Tiere, wird von der IARC (International Agency for
Research on Cancer), von der EPA (Environmental Protection Agency) und der EC
(European Commission) durchgefiihrt. Durch die stindige Neuentwicklung von
Chemikalien und Medikamenten ist es notwendig, geeignete Testsysteme zu etablieren,
mit denen die Identifizierung und Klassifizierung von Substanzen vorgenommen werden
kann, um die Belastung und die Gefahren fiir die Menschen moglichst gering zu halten.
Heute weill man, dass einige Stoffe, denen der Mensch am Arbeitsplatz ausgesetzt ist
(z. B. beim Steinkohleabbau), oder die der Mensch mit der Nahrung zu sich nimmt (z. B.
Ethanol und Aflatoxine), erheblich zur Krebsentstehung beitragen. Weitere Karzinogene
fir den Menschen stellen zum Beispiel Asbest und Vinylchlorid dar, wie auch
verschiedene Chemotherapeutika (z. B. Cisplatin) und Immunsuppressiva wie
Cyclosporin A. Zu den Risikofaktoren flir Brustkrebs zdhlt unter anderem die Einnahme
von synthetischen oralen Kontrazeptiva.

Die Identifizierung und Charakterisierung von potentiell krebserregenden Substanzen fiir
den Menschen wird in Tierstudien vorgenommen. Epidemiologische Studien kénnen zwar
zur Entdeckung von Kanzerogenen des Menschen beitragen, lassen aber durch die

Vielfiltigkeit der Faktoren nicht immer eine eindeutige Schlussfolgerung zu und sind sehr
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zeitaufwendig. Das kanzerogene Potential einer Substanz wird deshalb in einer Serie von
Kurzzeit-in-vitro- und in-vivo-Tests und Langzeit- in-vivo-Studien (1,5 — 2 Jahre)
festgestellt. Die in-vitro-Kurzzeit-Tests konnen eine Induktion von Gen-, Chromosom-
oder Genom-Mutationen messen und somit genotoxische Mutagene erkennen, die in vivo
potentiell zur Tumorinitiation fiihren. Ein Genmuations-Kurzzeittest ist der Ames-Test
(Ames et al., 1975), bei dem Bakterien, die aufgrund von Genmutationen ein Defizit in der
DNA-Reparatur besitzen und nicht ohne Histidin wachsen kdnnen, mit verschiedenen
Dosen der Testsubstanz behandelt werden. Danach wird die Rate der Reversion in einen
histidinpositiven Phédnotyp aufgrund einer substanzinduzierten Mutation ermittelt. Weil
viele Substanzen erst durch Metabolisierung im S&ugerorganismus in das eigentliche
reaktive Molekiil umgewandelt werden, und Bakterien das entsprechende Enzymsystem
dazu nicht besitzen, wird der Ames-Test auch mit Rattenleberextrakt als CYP450-Enzym-
Quelle und einem NADPH regenerierenden System durchgefiihrt, um eine metabolische
Aktivierung der Testsubstanz zu ermoglichen. Der sogenannte S9-Extrakt stammt aus
Lebern von Ratten, die mit einem CYP450s induzierenden Reagenz (Aroclor 1254)
behandelt wurden, und entspricht dem Uberstand nach Zentrifugation des
Leberhomogenats mit 9000 x g (McCann et al., 1975). Insgesamt zeigen manche der
in-vitro-Kurzzeittests eine hohe Falsch-Positiv-Rate (Kirkland ef al., 2006) und nur eine
30-80 %ige Ubereinstimmung mit dem als Goldstandard geltenden Lebenszeit-in-vivo-
Kanzerogenesetest bei Ratten und Méusen, auch 'Bioassay' genannt. Dieser sicht
Testgruppen mit 50 Ratten oder Méusen beider Geschlechter pro Gruppe vor, die mit 2-3
Dosen der Substanz behandelt werden. In Vortests werden die akute Toxizitdt, der Weg
der Verabreichung und die maximal tolerierte Dosis (MTD) bestimmt. Vainio et al. (1985)
beobachteten, dass die meisten Human-Karzinogene auch in Tierstudien kanzerogen
waren.

Umgekehrt gibt es viele Substanzen, die in Ratten iiber einen nicht-genotoxischen
Mechanismus Tumore induzieren, aber nicht humankanzerogen sind, da dieser
Mechanismus meistens nagetierspezifisch ist. Beispiele fiir neoplastische Lésionen, die
ausschlie8lich in Nagern beobachtet werden, sind Neoplasien der Schilddriise (McClain,
1989) und die Akkumulation von o,,-Globulin in der ménnlichen Rattenniere (Hamamura
et al., 2006), was zu Nierentumoren fithren kann. Dies stellt die Relevanz der
Extrapolation von in-vivo-Tierstudien zur humanen in-vivo-Situation in Frage. Die
Entwicklung eines humanen in-vitro-Testsystems erscheint unter diesem Gesichtspunkt
sinnvoll, allerdings sind bisher noch nicht ausreichende Daten generiert worden, um den
Einsatz eines validierten Human-Zellmodells fiir Kanzerogenesestudien in Betracht zu

ziehen.
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1.3 Nierenkanzerogene, die in dieser Arbeit verwendet wurden

Die einzelnen in dieser Arbeit verwendeten Substanzen werden im Folgenden kurz
vorgestellt. Details zum Wirkmechanismus werden in der Diskussion zusammen mit den
Ergebnissen dieser Arbeit beschrieben.

Ochratoxin A (OTA) wird von Aspergillus-Arten und einer Penicillium-Art produziert
und kommt als Kontamination in Nahrungsmitteln wie Kaffee, Niissen, Rotwein und
vielen anderen vor (Walker, 2002; Blesa et al., 2006). Stoev et al. (2001) zeigten, dass
OTA zu den auslésenden Substanzen von Nephropathien in Schweinen gehért. Da die
Niere des Schweins der des Menschen sehr &hnlich ist, wurde daraus geschlossen, dass
OTA auch im Zusammenhang der BEN ('Balkan endemic nephropathy') stehen konnte.
Verschiedenste Mechanismen sind in der Literatur im Zusammenhang mit OTA
induzierter Toxizitit und Kanzerogenitit beschrieben, die im Wesentlichen in der
Diskussion dieser Arbeit aufgegriffen werden. Die Karzinogenitit von OTA wurde in
vielen Studien gezeigt (Bendele et al., 1985; Boorman et al., 1992; Castegnaro et al.,
1998), aufgrund dessen es auch als Humankanzerogen eingestuft wurde.

Kaliumbromat (KBrQO;) wurde in Kosmetika und als Nahrungsergdnzungsmittel
verwendet, z. B. beim Brotbacken, kommt aber auch als Nebenprodukt bei der
Desinfektion von Wasser mittels Ozonierung vor (Umemura et al., 2004). Beziiglich der
Genotoxizitit von Kaliumbromat zeigten Kaya und Topaktas (2007) in einer neuen Studie,
dass sowohl eine erhdhte Inzidenz fiir Schwesterchromatidaustausch als auch eine erhdhte
Mikronukleusbildung zu erkennen war. Allerdings wird in den meisten Studien eher eine
Involvierung von oxidativem Stress als Karzinogenesemechanismus vermutet.
Kaliumbromat zeigte ebenfalls in einigen Studien ein karzinogenes Potential in der
Rattenniere (Kurokawa et al., 1986, 1990; De Angelo et al., 1998; Delker et al., 2006) und
wurde deshalb in dieser Arbeit verwendet.

Die Aristolochiasdure (AA) kommt in verschiedenen Pflanzenteilen von Aristolochia-
Arten (Pfeifenwinde) vor. Man unterscheidet zwischen Aristolochiasdure I und
Aristolochiasdure II, welche die demethoxylierte Form der AA 1 darstellt. Die als
chinesische Arzneipflanzen verwendeten Aristolochia-Arten verursachen bei der
Einnahme die sog. ,,Chinese-herb nephropathy®, die anfinglich zur Ausscheidung von
Molekiilen, wie f2-Mikroglobulin (Kabanda et al., 1995), zur Glucosurie (Reginster et al.,
1997) und zur Endopeptidase-Enzymurie (Nortier et al., 1997) fiihrt, und sich spéter zu
einer aggressiven Nierenfibrose entwickelt. Die anfangliche Molekiilausscheidung spricht
dafiir, dass proximale Tubuluszellen das erste Angriffsziel sind. Aristolochiaséure z&hlt zu

den genotoxischen Nierenkarzinogenen, da sie in Tests wie dem Ames-Test und
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Micronucleustest als positiv befundet wurde (Robisch er al., 1982; Kevekordes et al.,
2001). Die Kanzerogenitit im Menschen wurde durch einige Félle aufgedeckt, in denen es
zu einer Verwechslung mit einer anderen Arzneipflanze in Praparaten gekommen war, da
ihr chinesischer Name sehr dhnlich klingt. Auch bei der Aristolochiasdure sind die
molekularen Mechanismen, die letztendlich zu den pathologischen Auspragungen fiihren,
nicht ganz geklért, werden aber im spéteren Teil der Arbeit diskutiert. AA war in einigen
Tierkanzerogenitéts-Studien positiv (Mengs et al., 1982, 1983; Nortier et al., 2000; Cosyns
etal.,2001).

N-Nitrosomorpholin (NNM) kommt bei der Gummi- und Reifenherstellung vor.
AuBerdem sind Dichlormethan und Chloroform mit N-Nitrosomorpholin kontaminiert.
Brunnemann et al. (1982) berichteten von dem Vorkommen des N-Nitrosomorpholins in
Schnupftabak. Zielorgane sind hauptséchlich die Niere und die Leber. N-Nitrosomorpholin
zeigte sich karzinogen nach oraler Gabe mit dem Trinkwasser und auch nach
intraperitonealer Applikation bei Ratten (IARC, 1978; Lijinsky et al., 1988). Bannasch
et al. (1979) beschiftigten sich hauptsdchlich mit NNM als Verursacher der chemischen
Leber- und Nierenkanzerogenese. Aufgrund der Positivitit im Ames-Test wurde
N-Nitrosomorpholin als genotoxisches Kanzerogen identifiziert.

2-Nitrofluoren (2NF) gehort zu den nitrierten polyzyklischen aromatischen
Kohlenwasserstoffen (nitro-PAHs) und kommt als Umweltgift in Abgasen von Diesel und
Kerosin als Folge ihrer unvollstdndigen Verbrennung vor. Diese nitro-PAHs bilden ca.
12 % der Abgase (Schuetzle et al., 1983). 2NF gilt als Modellsubstanz fiir Nitroarene und
wurde von der IARC als karzinogen eingestuft (1989). AuBlerdem wurde es in einigen
verschiedenen in-vitro-Tests auf Genotoxizitit positiv befundet (Beije und Moller, 1988).
Bei in-vivo-Genotoxizititstests hingegen schien es nur nach oraler Aufnahme genotoxische
Wirkungen zu erzielen, nicht jedoch nach intraperitonealer Applikation (Heussen et al.,
1990). In einer Studie zeigte sich, dass nach der Applikation von drei verschiedenen Dosen
2NF fiir elf Monate und einer Phase von 13 Monaten ohne 2NF-Gabe Tumore in der Niere
zu beobachten waren. Diese konnten bei 50 % der Tiere, die mit der hochsten Dosis, und
bei 79 % der Tiere, die mit der mittleren Dosis behandelt worden waren, festgestellt
werden (Cui et al., 1995). Weitere Tumore wurden in der Leber und dem Magen gefunden.
Auch bei diesem Karzinogen ist noch nicht ganz geklért, iiber welchen Mechanismus 2NF
seine kanzerogene Wirkung ausiibt, jedoch scheint die Reduzierung der Nitrogruppe
entscheidend fiir die Mutagenitit von 2NF zu sein. Ueda et al. (2001) zeigten, dass 2NF

hauptséchlich zu 2-Aminofluoren und dessen acylierten Metaboliten umgewandelt wird.
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Ein Vergleich dieser Karzinogene soll Unterschiede zwischen genotoxischen und nicht-
genotoxischen Nephrokarzinogenen aufzeigen und einen molekularen Einblick in deren

Wirkungsweise geben.

1.4 Toxicogenomics

Um das Gefahrenpotential einer Substanz zu bestimmen, werden nach vorgegebenen
Richtlinien (wie z. B. der OECD oder FDA) bestimmte Testverfahren durchgefiihrt. Diese
beinhalten sowohl Tests auf akute aber auch auf chronische Toxizitdt mittels
histopathologischer und klinisch-chemischer Untersuchungen. Diese Untersuchungen
beschreiben zwar die toxischen Verdnderungen, erkldren in vielen Féllen aber nicht den
molekularen Mechanismus, der der beobachteten Toxizitdt zugrunde liegt. Ein neueres
Verfahren, das dafiir einsetzbar wire, ist Toxicogenomics. Durch die gleichzeitige
Messung von Verdnderungen in mehreren tausend Genen unter Verwendung von
Microarrays stellt Toxicogenomics eine gute Methode dar, um Interaktionen jeglicher Art
und frithe Verdnderungen in der Expression von Genen (Transcriptomics), die z. B. durch
eine Substanz hervorgerufen werden konnen, zu untersuchen. Dadurch erhofft man sich,
die molekularen Verdnderungen, die zu einem spezifischen Toxizitdtsmechanismus
beitragen, aufschliisseln zu kénnen. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, spezifische
Biomarker zu entdecken, die dann fiir priadiktive Ansétze herangezogen werden konnten.
Ebenso eignet sich diese Methode sehr gut, um die Unterschiede zwischen verschiedenen
Testmodellen aufzukldren, wie z. B. zwischen verschiedenen Spezies, oder zwischen
in-vivo- und in-vitro-Modellen. Wichtig ist, dass das Design eines Toxicogenomics-
Experiments, mehr noch als bei anderen Verfahren, sehr gut geplant werden sollte —
angefangen bei der Anzahl der zu verwendenden Chips, der Replikate, der Zeitpunkte und
Dosen, dem Modell und schlussendlich der Analyse der Daten. Denn schon kleinste
Verdnderungen konnen Unterschiede im Genexpressionsprofil hervorrufen (Gant und
Zhang, 2005). Auch wenn eine gewisse Vorsicht im Studiendesign und im Umgang mit
der statistischen Analyse der Daten geboten ist, stellt Toxicogenomics in jedem Fall eine
hilfreiche Methode fiir die Toxikologie dar, die sowohl im mechanistischen (Yang et al.,
2004, Lord et al., 2006) als auch pradiktiven (Ruepp et al., 2005) Bereich eingesetzt
werden kann.

Eine wichtige Rolle kommt Toxicogenomics im Bereich der '3 R’s' zu. Denn durch eine
frithe Identifizierung von charakteristischen Veranderungen eines Genexpressionsprofils in
Kurzzeitstudien konnten Langzeitstudien ersetzt, oder zumindest die Zahl der fiir Studien

bendtigten Tiere verringert werden. Des Weiteren ist die gleichzeitige Messung vieler
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Parameter ein Vorteil. Mit Genexpressionsprofilierung kann eine detaillierte
Charakterisierung verschiedener in-vitro-Modelle helfen, diese in-vivo-dhnlicher zu
machen, bzw. diese gezielter einzusetzen. Dies konnte letztendlich dann wieder zur
Reduktion der Tierstudien beitragen. Einige Beispiele zur Charakterisierung von
in-vitro-Modellen mittels Genexpressionsanalysen wurden schon verdffentlicht. Dazu
gehoren die Studien von Waring et al. (2003) zu Humanhepatozyten, und Boess et al.
(2003) zu Rattenhepatozyten. Auch die Untersuchung eines der in dieser Arbeit
beschriebenen in-vitro-Nierenmodelle wurde schon verdffentlicht (Weiland et al., 2007).

Auch fiir die Untersuchung spezifischer Mechanismen beziiglich der Entwicklung von
Tumoren kann Toxicogenomics eingesetzt werden. Einige Studien wurden dazu schon
berichtet, wie z. B. die Identifizierung bestimmter Signalwege im peritonealen
Mesotheliom (Kim et al., 2006) und auch im der renalen Tumorentstehung nach
Kurzzeitbehandlung von Eker- und Wildtypratten (Stemmer et al., 2007). Ebenso findet
man derzeit einige Publikationen mit einem préadiktiven Einsatz von Toxicogenomics. Im
Bereich Kanzerogenese existieren auch einige Arbeiten, die sich mit den
Genexpressionsanalysen von Tumoren aus Patienten beschéftigen, um eben jene zu
klassifizieren und eine Aussage und Prognose durchfiihren zu koénnen, ob eine gute
Heilungschance oder eher eine hohe Wahrscheinlichkeit zur Metastasenbildung besteht.
Ebenfalls konnen Expressionsprofile zeigen, ob Patienten gegeniiber einer bestimmten
Therapie empfénglich sind oder nicht. Rhodes et al. (2004) konnten mittels der
Microarray-Technik in mehr als 3700 Proben verschiedener Krebsarten gemeinsame
transkriptionelle Verdnderungen von Genen identifizieren, die den Schluss zulieBen, dass
dhnliche Prozesse in Krebszellen verschiedenen Ursprungs fiir deren Undifferenziertheit
verantwortlich sind. In einer anderen Studie konnten bestimmte Genmuster identifiziert
werden, die in der Resistenz gegeniiber Docetaxel, einem sehr hiufig eingesetzten und
wirksamem Mittel gegen Brustkrebs, eine gro3e Rolle spielen (Chang et al., 2003). Die
molekulare Charakterisierung von Tumoren mit Hilfe der Genepxressionanalyse ist
besonders fiir diagnostische Gesichtspunkte sehr hilfreich, um zum einen neue Targets fiir
die Medikamentenentwicklung zu finden und zum anderen Diagnosemdglichkeiten zu
identifizieren, die z. B. mit Hilfe von molekularen Biomarkern Therapieprognosen

erstellen konnten.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Da die Niere ein wichtiges Zielorgan fiir viele krebserregende Substanzen darstellt, wurde

in der folgenden Arbeit mittels der Microarray-Technik eine mechanistische Analyse der
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Effekte von ausgewdhlten Nierenkarzinogenen durchgefiihrt. Zuerst wurden die
Genexpressionsprofile verschiedener Kanzerogene, die entweder als genotoxisch oder
nicht-genotoxisch beschrieben wurden, nach Behandlung von Ratten in vivo miteinander
verglichen. Durch die mechanistische Analyse dieser Daten sollte versucht werden, die
Unterschiede zwischen der genotoxischen und nicht-genotoxischen Wirkungsweise
aufzukldren. Ebenfalls sollten bereits bekannte Toxizititdtsmechanismen durch diese
Technologie bestdtigt werden. Um herauszufinden, ob schon sehr frith erste auffdllige
Veridnderungen auf dem Level der Genexpression zu finden sind, wurde dieser Vergleich
in Kurzzeitstudien durchgefiihrt. Die Analyse dieser Daten konnte somit im Sinne der
'3 R’s' den Einsatz von Langzeit-Tierstudien reduzieren.

Da allerdings aus verschiedenen Gesichtspunkten, wie Ethik, Tierschutz, Kosten und Zeit,
die Entwicklung von aussagekréftigen in-vitro-Modellen heutzutage unabdingbar ist,
folgte im weiteren Teil der Arbeit die Analyse verschiedener in-vitro-Modelle nach
Behandlung mit den oben genannten Nierenkanzerogenen.

Zunéchst sollte mittels der Microarray-Technologie der Vergleich zwischen priméren
proximalen Tubuluszellen der Ratte und der Rattenniere in vivo erfolgen, um das in-vitro-
Modell umfassend zu charakterisieren. Dazu sollten zundchst sechs verschiedene
Zeitpunkte nach der Isolation der primédren proximalen Tubuluszellen der Ratte mit der
Rattenniere bzw. dem Rattenkortex verglichen und mittels Affymetrix RAE230A
GeneChips® untersucht werden. Die Analyse der deregulierten Gene sollte sowohl
Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten zwischen den isolierten proximalen
Tubuluszellen und dem Rattenkortex in vivo aufzeigen.

Ein Vergleich verschiedener in-vitro-Systeme fiir die Niere mittels Microarrays sollte nach
der Behandlung mit OTA Aufschluss iiber die Vergleichbarkeit der Systeme untereinander
und mit in vivo geben. Die Untersuchungen dieser Doktorarbeit wurden im Rahmen des
EU-Projektes Predictomics durchgefiihrt. Dieses Projekt benutzt eines der hier zu
charakterisierenden in-vitro-Nierenmodelle, die humane HK-2 Zellinie, um {iber
Genexpressionsanalyse und weitere Untersuchungen nach Behandlung dieser Zellen mit
einer Reihe von Nierentoxinen Marker fiir Nierentoxizitdt zu finden. Deshalb war ein
weiteres Ziel dieser Arbeit, die auch fiir in-vivo-Studien benutzten Nierenkarzinogene in
diesem humanen Nierenmodell zu analysieren, und durch einen Vergleich aller Daten die

Vor- und Nachteile von in-vitro-Nierenmodellen zu diskutieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

*

* & & 6 O O o o o

* & & 6 6 6 6 O o o o

Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse IgG (H+L), 2 mg/ml; Molecular Probes®
Invitrogen Detection Technologies, Invitrogen GmbH Technologiepark Karlsruhe,
Deutschland

Ammoniumacetat (7,5 M); Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland
Aristolochiasdure (A9451); Sigma

Biotinyliertes - anti Streptavidin (0,5 mg in 1 ml Wasser l6sen); Fa. Vector
Laboratories, P/N BA-0500

Bisbenzimid (B2261); Sigma

BSA Fraktion V; Sigma

BSA, Fraktion V (A9576); Sigma

BSA acetyliert (50 mg/ml); Invitrogen GmbH

CaCl, (wasserfrei); Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Deutschland

Casy®clean; Schirfe System GmbH, Reutlingen, Deutschland

Casy™ton; Schirfe System GmbH

Collagenase IV; Sigma

Distilled Water, DNase; RNase free; Gibco® Cell Culture Systems, Invitrogen
GmbH, Karlsruhe, Deutschland

DMEM (ohne Glukose); Gibco® Cell Culture Systems

DMSO; Sigma

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS; D2662); Sigma

EDTA (E4378); Sigma

EGF, epidermal growth factor (200 pg) (E9644); Sigma

Eisessig (10 mM); Merck

Ethanol; Merck

Fotales Kélberserum (FCS); PAA Laboratories GmbH, A-4020 Linz; Austria

Foétales Rinderserum (FBS; Cat.No: S1810)); Biowest, Nuaille, Frankreich

Glutamax (200 mM); Gibco® Cell Culture Systems

Glutamin (200 mM) (G7513); Sigma
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*

* & & 6 6 6 6 6 O o o o

* & & & o o o o

HAM’s F12 Supplement; Gibco® Cell Culture Systems

HBSS (Hank’s Balanced Salts Solution without Ca>/Mg®") (14170-088); Gibco®
Cell Culture Systems

Hepes (1M) (H0887); Sigma

Heringssperma DNA (10 mg/ml); Sigma

Hydrocortison (H0135); Sigma

IgG (10 mg, in 1 ml PBS I6sen) (I-5256); Sigma

Isopropanol; Merck

ITS (Insulin, Transferrin, Natriumselenit: je 25 mg) (11884); Sigma

Kaliumbromat (309087); Sigma

B-Mercaptoethanol; Sigma

MES (2-[N-Morpholino]ethanesulfonic acid) Natriumsalz; Sigma

MES-Monohydrat; AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Methanol; Merck

MTT  ((3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl1]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide)  (M2128);
Sigma (geldst in PBS in 5 mg/ml; sterilfiltriert; 4 °C)

Narcoren® (Natriumpentobarbital 160mg/mL); Merial GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland

Natriumchloridldsung, isotonisch, steril; Fresenius AG, Bad Homburg, Deutschland
Natriumchloridldsung (5 M); Sigma

Natriumdodecylsulfat (SDS); Sigma

N-Cadherin; BD Biosciences Heidelberg, Germany

2-Nitrofluoren (N16754); Sigma

N-Nitrosomorpholin (N7382); Sigma

Ochratoxin A; Sigma

Penicillin/Streptomycin-Losung (P4333: 10,000 units/ml penicillin and 10 mg/ml
Streptomycin.); Sigma

Phosphate buffered saline with Ca** and Mg”* (PBS); PAA Laboratories GmbH,
Wiener Str. 131, A-4020 Linz, Austria

2-Propanol; Merck

Proteinase K; Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

qPCR™ Mastermix Plus for SYBR® Green [; Eurogentec Deutschland GmbH
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* & o o

RNA 6000 Ladder; Ambion Inc., Austin, Texas

RNALater; Qiagen GmbH

Resazurin (R7017) oder (TOXS); Sigma

Salzsdure (1M); Merck

Salzsdure, rauchend; Merck

SSPE 20 x (3 M Natriumchloride, 0,2 M Natriumdihydrogenphosphate, 0,02 M
EDTA); Invitrogen

Streptavidin, R-Phycoerythrin conjugate (SAPE, 1mg/mL); Molecular Probes,
Invitrogen Detection Technologies

TE-Puffer RNase frei 20 x, 200 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, pH 2,5 (25 ml);
Molecular Probes, Invitrogen Detection Technologies

Tris-HCl-Puffer (1 M); pH 7.4; Sigma

Triton X-100; Fluka (Sigma)

Trypsin-EDTA Losung (0,25 %) (T4049); Sigma

10 % Tween 20; BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterial

* & & 6 o o o

ABI Prism® Optical Adhesive Covers; Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
ABI Prism® 96-Well Optical Reaction Plates with Barcode; Applied Biosystems
Biocoat™ Collagen-I-coated 24-Well plates; BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Biocoat™ Collagen-I-coated culture slides (2 und 4 Kammern); BD Biosciences
Combitips plus 10 ml/5S ml/0,5 ml; Eppendorf AG, Hamburg; Deutschland
Deckglédser (24 x 24 mm); Menzel-Glaser, Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG,
Braunschweig, Deutschland

Einwegkantilen (20G); Introcan

Einwegskalpelle, steril (Cutfix); Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
Einwegspritzen (1 ml, 5 ml, 10 ml, 50 ml); BD Biosciences

Eppendorfgefilie (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml); Eppendorf AG

Falcon-Rohrchen (15 ml, 50 ml); BD Biosciences

Gaze: 135 pm; Udo Fleischhacker GmbH

Gewebekulturflaschen, T75; BD Biosciences
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*

* & & & oo o

Kryo-Rohrchen (1 ml, 3 ml, 5 ml); Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland
MATRIX Pipettenspitzen (205 pl, 12,5 pl); MATRIX Lower Meadow Road, Brooke
Park, Handforth, Wilmslow Cheshire, SK9 3LP, UK

MicroAmp®; Applied Biosystems

Microtest™ Tissue Culture Plate (96 well); BD Biosciences

Petrischalen; BD Biosciences

Pipetten, gestopft, steril (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml); BD Falcon

Pipetten, gestopft, steril, breite Offnung (5 ml, 10 ml); BD Falcon

Pipetten, gestopft (10 ml, 25 ml); Cellstar®, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Pipettenspitzen, steril (2,5 ul, 10 pl, 100 pl, 1000 pl, 2500 pl); Eppendorf, Biozym
Pipettenspitzen, steril, 250 pl; Bioclean, RAININ, Mettler-Toledo GmbH, Giessen,
Deutschland

Pipettenspitzen, 20 pl; ART® 20 Pipet Tips, Molecular Bio Products, Inc., San
Diego, CA

Pipettenspitzen, 10 pl; Biozym Scientific GmbH

QIAshredder™ (250); QITAGEN GmbH, D-40724 Hilden

Sterilfiltersystem (250 ml, S00mL, 1000mL); Corning® Vakuum Filter Systeme
UV-Star® 384-Well-Platten; Greiner Bio-One GmbH

Zellsiebe, 70 um; BD/Falcon

2.1.3 Kits und Microarrays

L4

Bio-Array™ HighYield™ RNA Transcript Labeling Kit (TA), 10 labeling reactions;
Enzo Life Sciences, Inc. 60 Executive Boulevard, Farmingdale, NY 11735

c¢DNA Doppelstang Synthese Kit; Life Technologies It.

Clonetics® REGM™ SingleQuots®; Cambrex Bio Science Walkersville, Inc.
Walkersville, MD USA

Cytotoxicity Detection Kit (Cat. No. 11644793001); Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland

GeneChip® Eukaryotic hybridization Control Kit; Enzo Life Sciences, Inc. 60
Executive Boulevard. Farmingdale, NY 11735
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GeneChip® Microarray; Rat Expression, Array 230A; Affymetrix, Inc. Santa Clara,
CA 95051 USA

GeneChip® Microarray; Human Expression, Array 133 Plus2; Affymetrix
GeneChip® Sample Cleanup Module, developed and manufactured by Qiagen;
Affymetrix, Inc. Santa Clara, CA 95051 USA

One cycle Kit; Affymetrix, Inc. Santa Clara, CA 95051 USA

RiboGreen™ RNA Quantitation Kit; Molecular Probes, Leiden, The Netherlands
RNA 6000 Nano Chips; Agilent Technologies GmbH Deutschland; 76337
Waldbronn, Deutschland

RNA 6000 Nano Reagents & Supplies; Agilent Technologies GmbH Deutschland;
76337 Waldbronn, Deutschland

RNAse free DNase Set; Qiagen

RNeasy Mini Kit; QTAGEN GmbH, D-40724 Hilden

RNeasy Micro Kit; QTAGEN GmbH, D-40724 Hilden

Superscript™ Double-Stranded ¢cDNA Synthesis Kit; Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA 92008

SYBR® Green PCR Core Reagent; Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

2.1.4 Gerite

L4

* & o o

ABI Prism® 7900HT Sequence Detection System; Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Affymetrix 3000 Scanner; Affymetrix Inc. Santa Clara, CA 95051 USA

Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies GmbH Deutschland; 76337 Waldbronn,
Deutschland

Brutschrank BBD 6220; Heraeus

Casy® I Cell Counter; Schirfe-System, Reutlingen, Deutschland

CytoFlour™ I, Fluorescence Multi-Well Plate Reader; Applied Biosystems
(PerSeptive Biosystems)

Eppendorf Zentrifuge 5415R; Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Concentrator 5301; Eppendorf

Gene Chip® Scanner 3000; Affymetrix

GeneChip® Fluidic Station 400; Affymetrix
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GeneChip® Hybridization oven 640; Affymetrix

GPKR Zentrifuge; Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

Lambda Scan 200; MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

Leica Mikroskop; Leitz; DMRB und DMRIB

Leica Fotokamera Q500MC

MATRIX Impact2® (250 pl, 12,5 pl); MATRIX Lower Meadow Road,Brooke Park,
Handforth, Wilmslow Cheshire, SK9 3LP, UK

Plattenschiittler TPM-2; Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

* & & & oo o

Schwingmiihle MM200; Retsch GmbH, Haan, Deutschland

SPECTRA max PLUS; Molecular Devices Corporation

SpectraFluorPlus; Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland

Stahlkugeln, 7mm, 5 mm; Retsch

Sterilisator, Sorvall Heraeus; Kendro Laboratory Products

Thermocycler: PTC-200; MJ Research; Biozym Scientific GmbH, Oldendorf,
Deutschland

Uberkopfmischer; Heidolph

Ultraschallbad, USR8; Julabo

* & & & o o o

Vortex-Genie2; Scientific Industry
IKA Vortex (Agilent Lab Chips); Agilent
Wasserbad; Julabo

* & & & o o

Zentrifuge 4K15C, Laboratory Centrifuges; Sigma/Qiagen

2.1.5 Versuchstiere

Es wurden ménnliche Wistar-Ratten (HsdCpb:Wu; von Harlan Winkelmann oder Charles
River Laboratories, Inc.) verwendet. Die Tiere wurden unter optimierten hygienischen
Bedingungen mit Trinkwasser- und Futterzugang ad libitum gehalten. Alle Maflnahmen im
Zusammenhang mit Bestellung, Haltung, Versorgung und Einsatz der Tiere wurden nach
zurzeit geltenden Tierschutz-Richtlinien und -Verordnungen durchgefiihrt und kontrolliert.
Die Durchfithrung der Tierversuche erfolgte gemafl des Bundesgesetzblattes 2006 Teil 1,

Nr. 25 (Bekanntmachung der Neufassung des Tierschutzgesetzes).
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2.1.6 Zellen und Zelllinien

Tabelle 1: Verwendete Zellen und ihre Herkunft

Zellen Bezeichnung und Herkunft

rPTCs Primédre proximale Tubuluszellen der Ratte

NRK-52E Epithelial-dhnliche Zellen aus der Rattenniere (ACC 199)

hPTCs Primére proximale Tubuluszellen des Menschen (Innsbruck)

HK-2 Humane proximale Tubuluszellen, immortalisiert durch Transduktion
mit den Papilloma virus 16 (HPV-16) E6/E7 Genen (CRL2190)

Die NRK-52E-Zellen konnten bis zur Passage 18 subkultiviert werden, allerdings wurden

sie fiir die Microarray-Versuche nur bis Passage 12 eingesetzt. Die HK-2-Zellen wurden

ebenfalls nur zwischen Passage 6 und 12 fiir die Microarray-Versuche verwendet. Es war

moglich die rPTCs bis Tag 14 zu kultivieren. Die hPTCs wurden in Innsbruck isoliert,

einmal passagiert und fiir die Microarray-Versuche behandelt.

2.1.7 Zellkulturmedien

Im Folgenden sind alle Zellkulturmedien mit ihren Zusitzen und die darin kultivierten

Zellen aufgelistet. Die Angaben entsprechen der Endkonzentration im Mediumgemisch.

Tabelle 2: Zellkulturmedien

0,1% Hydrocortison (1000 x)
0,1 % EGF (1000 x)
1% ITS (100 x)

Mediumbezeichnung Mediumszusiitze Zellen
Dulbecco's Modified Eagle's | 10 % FCS NRK-52E
Medium (DMEM) 1% P/S
DMEM/F-12 Medium (1:1; 1% P/S rPTCs
ohne Phenolrot) 1 % Hepes

5% FCS

1 % L-Glutamin

REGM singlequots (Transferrin; thEGF;

Triiodothyronin, Hydrocortison, Insulin)
DMEM-Medium/F-12 1 % P/S (100 x) HK-2
Supplement (1:1) 1 % Glutamax (100 x) hPTCs
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2.1.8 Stammlosungen fiir das HK-2-Medium

¢ ITS (Insulin, Transferrin und Natriumselenit): 5 ml steril filtrierten, 10 mM Eisessig
dazugeben, 16sen, mit 45 ml sterilem Wasser auffiillen und in 5 ml Aliquots
einfrieren.

¢ EGF: 20 ml steril filtrierten, 10 mM Eisessig mit 0,1 % BSA hinzufiigen und in 500
ul Aliquots einfrieren.

¢ Hydrocortison: 1 ml wird in 100 %igem Ethanol gelost und dann auf 28 ml mit PBS
aufgefiillt. Anschlieend in 500 pl Aliquots einfrieren.

¢ Glutamax (200 mM): In 5 ml Aliquots einfrieren.

¢ Penicillin/Streptomycin (10000 units Penicillin und 10 mg Streptomycin/ml stock

solution): In 5 ml Aliquots einfrieren.

2.1.9 Synthetische Oligonukleotide

Die verwendeten synthetischen Oligonukleotide, die mittels der Primer Express Software v
2.0 entworfen wurden, wurden von der Firma Invitrogen hergestellt (50 nmol). Eine
Aufreinigung der Primer wurde beim Hersteller durch Entsalzen durchgefiihrt. Die Primer
wurden durch eine entsprechende Validierung mittels Schmelzkurven auf ihre Spezifitit
im Labor nach Ankunft gepriift. In den Tabellen sind die Gennamen, Accession Nummern,
Sequenzen der Primer, die 'Annealing'-Temperatur (Ta) und die Léange des PCR-Produkts
mit angegeben. Der T7-(dT),, Primer fiir die in-vitro-Transkription mittels des
'‘Bio-Array™ HighYield™ RNA Transcript Labeling Kit' wurde von der Firma Proligo
Primers and Probes bezogen. Im Gegensatz dazu war dieser im 'One Cycle Kit' von
Affymetrix schon enthalten. Die fertig synthetisierten 'Assays on Demand' von Applied
Biosystems, die jeweils aus einem Primerpaar und einer sogenannten 'Tagmanprobe'
bestehen, sind mit der entsprechenden Assay Nummer, Accession Nummer, dem

Startnukleotid und der Lange des Amplikons angegeben.
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2.1.10 Software

* & & & o o

CytoCalc™; Applied Biosystems (PerSeptive Biosystems)

CytoFlour™ II; Applied Biosystems (PerSeptive Biosystems)

Expressionist Refiner, Expressionist Analyst, und CoBi Database; Genedata AG,

Basel, Schweiz

GCOS Version 1.3; Affymetrix, Inc. Santa Clara, CA 95051 USA

Ingenuity; Ingenuity® Systems Inc., 1700 Seaport Blvd. Third Floor Redwood City,
CA 94063

KC4 (KinetiCalc for Windows); MWG-Biotech AG, Deutschland

Leica Q500MC software Q-Win

Magellan v2.2x; TECAN Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland

Primer Express v2.0; Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

SDS 2.1; Applied Biosystems

SoftMax Pro v 4.3 Enterprise Edition; Molecular Devices Corporation, USA

2.1.11 Puffer und Losungen

Antikorperpuffer (je Microarray): BSA-Puffer (prim. Nierenzellen):
300 pl 2 x Féarbepuffer 12,5 mg BSA

6 pl anti IgG Ziege (10 mg/ml) ad 500 ml HBSS

24 pl acetyl. BSA (50mg/ml) durch 0,2 uM steril filtrieren

3,6 ul biotinilierter Antikérper 0.5 mg/ml
266 ul RNase freies Wasser

Collagenasepuffer (prim. Nierenzellen):  Entfirbelosung (fiir MTT):

221,98 mg CaCl, (wasserfrei) 0,4 ml 10 N Salzsdure
5 ml Penicillin/Streptomycin-Losung ad 100 ml Isopropanol
ad 500 ml HBSS

Steril filtrieren durch 0,2 pm Filtersystem
200 U/ml Collagenase IV
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Firbepuffer (2 X) (Microarrays):
41,7 ml 12x MES

92,5 ml NaCl (5 M)

2,5ml 10 % Tween 20

112,8 ml Wasser (RNase frei)
durch 0,2 puM sterilfiltrieren

MES-Hybridisierungspuffer (2 x)
(Microarrays)

8,3 ml MES Stammlsung (12 x)
17,7 ml NaCl (5M)

4ml 0,5M EDTA

0,1 ml 10 % Tween 20

19,9 ml Wasser (RNase frei)

Perfusionspuffer (prim. Nierenzellen):

95,1 mg EGTA
ad 500 ml HBSS
durch 0,2 pM steril filtrieren

Puffer B (Microarrays):

83,3 ml 12 x MES Stammldsung
5,2 ml NaCl (5M)

1 ml 10 % Tween 20

910,5 ml aqua dest.

durch 0,2 uM steril filtrieren

SAPE-Losung (je Microarray):
600 pl 2 x Farbepuffer

540 pl RNase freies Wasser

48 ul acetyl. BSA (50 mg/ml)

12 pl SAPE 1 mg/ml

Lysepuffer (RNA-Isolation):
50 ml RLT-Puffer (RNeasy Mini Kit)
0,5 ml B-Mecaptoethanol

(innerhalb 1 Monats aufbrauchen)

MES-Stammldsung (12 x) (Microarrays):

35,2 g MES freie Sdure Monohydrat
96,7 g MES Natriumsalz
ad 400 ml Wasser (RNase frei)

Puffer A (Microarrays):
300 ml SSPE (20 %)

1 ml 10 % Tween 20

699 ml aqua dest.

durch 0,2 puM steril filtrieren

Resazurinlésung (20 x):
0,011¢g

1 ml NaOH

ad 50 ml PBS

pH 7,4 einstellen

durch 0,2 uM steril filtrieren
bei 4 °C 1 lagern

SDS-Lsung (fiir MTT):
3gSDS
ad 100 ml aqua dest.
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2.2 Methoden

2.2.1 Durchfiihrung der in-vivo-Studien

Fir die Untersuchung der frithen Effekte von Nierenkanzerogenen wurden die
Versuchstiere (s. 2.1.5) mit den in Tabelle 6 gelisteten Substanzen und den dort
angegebenen Dosen pro kg Korpergewicht (KG) téglich behandelt.

Die ersten Tierstudien (OTA, AA, NNM, KBrO; mit 30 mg/kg KG Dosierung) wurden
unter der Leitung von Dr. F. Krotlinger und seinen Mitarbeitern, die zweite Studie
(KBrO;, mit 60 und 90 mg/kg KG Dosierung) unter der Leitung von Dr. R. Eiben und
seinen Mitarbeitern, jeweils in der Abteilung fiir Experimentelle Toxikologie,
Bayer HealthCare AG entsprechend den OECD Richtlinien zur Testung von Chemikalien
durchgefiihrt. Die Studie zu 2NF wurde im Labor der Bayer Corporation, Agriculture
Division Toxicology in Stilwell durchgefiihrt. Fiir alle Versuche wurden ménnliche
Wistar-Ratten verwendet, die sieben Tage akklimatisiert wurden.

Die 6-7 Wochen alten Kontrolltiere fiir die in-vivo-Studien mit Aristolochiasédure,
Kaliumbromat und N-Nitrosomorpholin wurden mit 10 mlkg KG Wasser per
Schlundsonde behandelt. Die Verabreichung der im Trinkwasser geldsten Substanz
erfolgte fiir 14 Tage mit 10 ml’kg KG ebenfalls {iber eine Schlundsonde. Fiir die Studie
mit Ochratoxin A wurden Tiere mit einem Gewicht von ca. 200 g behandelt. Diese wurden
entweder mit dem Vehikel (Maiskeimol) allein oder mit OTA behandelt. In der
2-Nitrofluoren-Studie wurden ebenfalls 8-12 Wochen alte madnnliche Ratten entweder mit
5 ml/kg KG Maiskeimol oder 2-Nitrofluoren per Gavage behandelt.

Die Tiere wurden fiir die jeweiligen Zeitpunkte behandelt, am darauf folgenden Tag
abgetdtet und die Nieren entnommen. Eine Niere wurde in 10 %iger Formalinldsung
(OTA-Studie) oder in Davidson’scher Losung fixiert und diente fiir histopathologische
Untersuchungen. Die zweite Niere wurde entweder in fliissigem Stickstoff schockgefroren
(2NF-Studie) oder nach Zerteilen in zwei sagittale Hilften vier Tage lang in RNALater bei
4 °C aufbewahrt, um eine Degradation der RNA zu verhindern. AnschlieBend wurde der
Kortex mittels eines Skalpells von der Medulla getrennt. Beides wurde anschliefend ohne
RNALater bei -80 °C gelagert.
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Tabelle 6: Dosen und Zeitpunkte der in-vivo-Studien

Substanz (Abkiirzung; CAS Dosis Anzahl der fiir die Analyse
Nummer) verwendeten Tiere pro Zeitpunkt
Tag 1 Tag3 | Tag7 | Tag 14
Aristolochiasidure (AA) (AA
9,6 mg/kg KG 5 5 5
1: 313-67-7; AA II: 475-80-9)
N-Nitrosomorpholine
12 mg/kg KG 5 5 5
(NNM; 59-89-2)
X 30 mg/kg KG 5 5
Kaliumbromat (KBroOs;
60 mg/kg KG 5 5
7758-01-2)
90 mg/kg KG 5 5
Ochratoxin A (OTA; 303-
3 mg/kg KG 3 3 3
47-9)
2-Nitrofluoren (2NF; 607-
57.8) 44 mg/kg KG 3 3 3

Abb. 3: Strukturformeln der Nephrokarzinogene I
Ochratoxin A (/inks), Aristolochiasdure (Mitte) und 2-Nitrofluoren (rechts).

Abb. 4: Strukturformeln der Nephrokarzinogene I1
Kaliumbromat (/inks) und N-Nitrosomorpholin (rechts).

Fiir den Vergleich zwischen kultivierten priméren proximalen Tubuluszellen der Ratte und
unbehandelten Rattennieren wurden vier 140-160 g schwere mannliche Wistar-Ratten nach

einer Akklimatisierungsphase anésthesiert und durch einen Achselschnitt vollstindig
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entblutet. Anschlieend wurden die Nieren entnommen, die Nierenkapsel entfernt und in
zwei Halften geschnitten. Diese wurden dann iiber Nacht in RNALater bei 4 °C gelagert.
Am néchsten Tag wurde ebenfalls der Kortex von der Medulla getrennt und in

verschiedenen Geféallen bei —80 °C eingefroren.

2.2.1.1 Histopathologische Untersuchungen

Die histopathologischen Untersuchungen wurden von Dr. med. vet. U. Bach oder
Dr. med. vet. E. Hartmann und Mitarbeitern in der Abteilung fiir toxikologische Pathologie
der Bayer HealthCare AG durchgefiihrt. Aus den formalinfixierten Nierenhélften
(OTA-Studie) bzw. aus den die in Davidson’scher Losung fixierten Nierenhélften wurden
ca. 5 pum dicke Paraffinschnitte hergestellt. Nach einer Fiarbung mit Eosin und

Haematoxylin wurden die Gewebeschnitte histopathologisch ausgewertet.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Isolation und Kultivierung proximaler Tubuluszellen aus der Ratte

Die Tiere wurden fiir mindestens fiinf Tage akklimatisiert. Fir die Isolation der
proximalen Tubuluszellen (rPTCs) wurden ménnliche Wistar-Ratten mit einem
durchschnittlichen Koérpergewicht von 180-200 g durch eine intraperitoneale Injektion mit
250 mg/kg KG Natriumpentobarbital (Narcoren®) narkotisiert. Nach der Desinfektion der
gesamten Ventralseite des Tieres mit 70 %igem Ethanol wurde zundchst die oberste
Hautschicht mit dem Fell entfernt und anschlieSend durch einen Schnitt in die Bauchhdhle
die Abdominalhdhle erdffnet. Nach der Freilegung der Gefdfisysteme wurde vorsichtig ein
diinner Schlauch in die Bauchaorta (Aorta abdominalis) durch einen kleinen Schnitt
eingefiihrt. An diesen Schlauch wurde anschlieend eine 50 ml Spritze angeschlossen.
Zunichst wurden die Nieren 10 min mit auf 37 °C vorgewarmtem Perfusionspuffer bei
einer FlieBgeschwindigkeit von 10 ml/min durchgespiilt und anschlieBend sofort in eine
Petrischale, die sich auf Eis befand, gelegt und vom restlichen Fettgewebe befreit. Die
Nierenkapsel wurde mit Hilfe von zwei Pinzetten entfernt, damit die Collagenase besser in
das aufzuschlieende Gewebe eindringen kann. Der Collagenaseverdau und somit das
Aufbrechen der Zellverbénde erfolgte in 25 ml vorgewdrmtem Collagenasepuffer mit einer
Aktivitidt von 200 U/ml im 37 °C Brutschrank unter stindigem Invertieren des Gefél3es fiir
10 min auf kleinster Stufe des Uberkopfmischers. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten
auf Eis. Die Collagenaseldosung wurde in ein 50 ml Gefal} iiberfiihrt und die Nieren in eine
Petrischale auf Eis gegeben. Nach der Halbierung der Nieren wurde der Kortex mit Hilfe

eines Skalpells von der Medulla durch Schaben abgetrennt und méglichst fein zerkleinert,
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dann in 10 ml BSA-Puffer aufgenommen. Nach dem Durchdriicken des Gewebebreis mit
einer gebogenen Pinzette durch ein 135 um Sieb folgte eine Trennung der Tubuluszellen
von den anderen Zellen. Eine weitere Filtration folgte durch ein 70 um Sieb. Die
iibriggebliebene Collagenaselosung wurde ebenfalls durch beide Netze gegeben und das
Gefal auf 50 ml mit BSA-Puffer aufgefiillt. Eine Reinigung der Zellen erfolgte durch eine
Zentrifugation fiir fiinf Minuten bei 110 X g, Vereinigung der Pellets beider Gefdfle und
einmaligem Waschen mit 10 ml des entsprechenden Kulturmediums (s. 2.1.7). Danach
wurden die Zellen in ca. 100 ml Kulturmedium aufgenommen und im Casy® 1 Cell
Counter gezihlt. Die Zellen wurden mit 3,5 x 10° Zellen/'well' in mit Collagen I
beschichteten 24-'well'-Platten ausgesédt. Das Volumen im 'well' betrug bis zum filinften
Tag 1,5 ml. Nach fumf Tagen Anheftungsphase erfolgte ein einmaliges Waschen mit
1,52 ml PBS, um die angehefteten Zellen von den abgestorbenen Zellen und
Zelltrimmern zu befreien, und eine anschlieBende Erneuerung des Kulturmediums. Erst ab
dem siebten Tag nach der Isolation konnte mit der Behandlung der Zellen begonnen
werden, da erst dann die noétige Konfluenz erreicht war und die Zellen eine
Monolayerschicht ausgebildet hatten. In dem weiteren Kultivierungszeitraum wurde alle

2-3 Tage das Medium erneuert.

2.2.2.2 Kultivierung von NRK-52E-Zellen

Bei den verwendeten NRK-52E-Zellen handelte es sich um epitheldhnliche Klone, die
urspriinglich aus der Niere normaler Ratten gewonnen wurden und sich von den
Epithelzellen des proximalen Tubulus ableiten (de Larco und Todaro, 1978). Diese Zellen
wurden von der DSMZ bezogen und in DMEM-Medium (mit 1000 mg/L Glukose und
Glutamax) mit 1 % P/S und 10 % FCS im Brutschrank bei 5 % CO, und 37 °C kultiviert
(s. 2.1.7). Die Zellen wurden zweimal pro Woche passagiert. Dafiir wurden die Zellen
nach dem Abgieen des Mediums je einmal mit 5 ml PBS und 5 ml Tryspin-EDTA-
Losung gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation mit 5 ml Trypsinlésung pro Flasche
fiir 10 - 15 min im Brutschrank. Durch leichtes bis mittelstarkes Klopfen konnte der
Ablosevorgang noch beschleunigt werden. Die Zellen wurden anschlieBend in dem
serumhaltigen Kulturmedium aufgenommen, um die Reaktion abzustoppen, und durch
eine Zentrifugation fiir 10 min bei 340 X g und 4 °C pelletiert. AnschlieBend wurden die
Zellen in entsprechender Menge Kulturmedium resuspendiert und gezahlt. Pro Flasche

wurde eine Zellzahl von 1,5-2 x 10° Zellen eingesetzt.
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2.2.2.3 Kultivierung von HK-2-Zellen

Die humane Nierenzelllinie HK-2 wurde vom einem Partner des EU-Projektes
Predictomics, University College of Dublin, an alle weiteren Partner des EU-Projektes
geschickt, um Zellen des gleichen Pools zu verwenden. Urspriinglich waren sie iiber
Promochem von der ATCC bezogen worden. HK-2-Zellen sind proximale Tubuluszellen
und wurden urspriinglich aus der adulten humanen Niere isoliert (Ryan et al., 1994).
Wegen ihres humanen Ursprungs gehoren sie zu den S2-Organismen und alle Gegensténde
und Abfille, die mit diesen Zellen in Beriihrung kommen bzw. bei dem Arbeiten mit ihnen
anfallen, miissen vor der Entsorgung bei 134 °C und 0,125 Bar/min fiir 15 min autoklaviert
werden. Die Zellen wurden in einem 1:1 Gemisch aus DMEM (ohne Glukose) und
F12-supplement serumfrei kultiviert, dem aulerdem noch EGF (10 ng/ml), Hydrocortison
(36 ng/ml) und ITS (5 pg, 5 ng, 5 pg) zugegeben wurde (s. 2.1.7.). Zusétzlich enthielt das
Medium 1 % P/S und 2 mM Glutamax (stabilisiertes Glutamin als Dipeptid), da der
essentielle Mediumzusatz bei mehr als 4 °C hochst instabil ist. Nach dem Abldsen mit
Trypsin fiir 5 min bei 37 °C wurden die Zellen in 10 % FCS-haltiges Medium gegeben, um
das Trypsin zu inaktivieren, und bei 110 x g zentrifugiert. Es stellte sich heraus, dass diese
Zellen am besten wachsen, wenn man sie 1:3 aufteilt und alle zwei Tage einen
Mediumwechsel durchfiihrt.

2.2.2.4 Langzeitlagerung von Zellen mittels Kryokonservierung

Die Zellen wurden nach maximaler Vermehrung durch Trypsinierung von den Flaschen
abgeldst, zentrifugiert und in Einfriermedium (2-5 x 10° Zellen/ml) aufgenommen. Fiir das
Einfriermedium wurden dem Kulturmedium der NRK-52E-Zellen 5 % DMSO und
10 % FCS zugesetzt, dem Medium der HK-Zellen hingegen 10 % DMSO und 10 % FCS.
AnschlieBend wurden die Zellen in 1-2 ml Portionen auf Kryordhrchen mit
Schraubverschluss verteilt, und langsam auf -80 °C heruntergekiihlt, indem sie zunéchst
fiir 1 h in den -20 °C Gefrierschrank und anschlieBend fiir mindestens 4 h in den -80 °C
Gefrierschrank gestellt wurden, bevor sie dann anschlieend in fliissigem Stickstoff

aufbewahrt wurden.

2.2.2.5 Auftauen von kryokonservierten Zellen

Damit die Zellen mdglichst schnell aus dem Einfriermedium in das entsprechende
Kulturmedium tiberfiihrt werden konnten, sollte das Kulturmedium bei 37 °C vorgewérmt
werden. Das in fliissigem Stickstoff gelagerte Kryordhrchen mit den entsprechenden
Zellen wurde zum Erwédrmen in den Brutschrank gestellt, um ein schnelles Auftauen zu

gewidhrleisten. Die aufgetauten Zellen wurden in 10 ml des entsprechenden
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Kulturmediums aufgenommen und fiir 5-10 min — je nach Zelllinie — bei 110 oder 340 x g
und 4 °C zentrifugiert. Die Zellen wurden in 20 ml des jeweiligen Kulturmediums
aufgenommen und in T75 Flaschen ausgesit. Nach der Anheftung der Zellen wurden diese

am néchsten Tag mit 5 ml PBS gewaschen und das Medium erneut gewechselt.

2.2.2.6 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte durch Ablésen der Zellen mit vorgewarmter Trypsin-
EDTA-Lo6sung. Das EDTA dient zur Komplexierung divalenter Ionen und das Trypsin
spaltet extrazelluldre Proteine, so dass die Zellen nicht mehr an die Oberfliche binden
konnen. Bei den rPTCs in den 24-'well'-Platten wurde fiir das Zahlen der Zellen das
Kulturmedium vollstdndig abgenommen und anschlieBend 300 pl der Trypsinldosung in
jedes 'well' gegeben. Nach drei Minuten Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen
noch einmal resuspendiert, um alle Zellen restlos abzuldsen. Sie wurden dann in 4 ml
Kulturmedium aufgenommen und anschlieBend durch eine Zentrifugation bei 340 x g fiir
7 min pelletiert. Danach wurden die Zellen in 1 ml Kulturmedium aufgenommen und nach
einer 1:1000 Verdiinnung mit Casyton® im Casy® I Cell Counter gezdhlt. Bei den
NRK-52E- und den HK-2-Zellen wurden die Zellen wie oben beschrieben abgeldst und
nach der Aufnahme in entsprechendem Kulturmedium ebenfalls 1:1000 in Casyton®
verdiinnt und im Casy® I Cell Counter gezéhlt. Dies wurde vor allem fiir den Einsatz fiir

die Zytotoxizititsversuche und Versuche zur RNA-Gewinnung vorgenommen.

2.2.2.7 Antikorperfirbungen zur Charakterisierung der rPTCs

Um sicher zu gehen, dass bei der oben beschriebenen Isolation der proximalen
Tubuluszellen aus Rattennieren auch die richtigen Zellen gewonnen wurden, wurden die
Zellen mittels des Antikorpers fiir N-Cadherin, welches in der Niere spezifisch fiir
proximale Tubuluszellen ist (Prozialeck et al., 2004), angeférbt.

Die Zellen wurden mit 5 x 10° Zellen/Kammer auf die mit Collagen I beschichteten
Zellkulturobjekttriger in 24-'well'-Platten ausgesit und ebenfalls erstmals nach fiinf Tagen
Anheftungsphase mit PBS gewaschen und mit frischem Medium bedeckt. Nachdem sich
eine breite Monolayerschicht ausgebildet hatte, wurde das Medium vollstindig entfernt
und die Zellkulturobjekttréger fiir 2 h unter der Sterilbank offen stehen gelassen, um sie
weitestgehend zu trocknen. Danach wurden die Zellen mit eiskaltem 100 %igem Methanol
bedeckt und fiir 10 min bei —20 °C fixiert. Nach dem vollstindigen Entfernen des
Methanols war es moglich die Zellen bei —20 °C bis zur Antikdrperfarbung zu lagern. Vor
der Farbung wurden die Objekttriager dann dreimal drei Minuten lang mit PBS gewaschen.

Eine Absittigung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte fiir 30 min mit PBS, das mit
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0,5 % BSA und 5 % FCS versehen wurde. Danach wurden die fixierten Zellen mit dem
monoklonalen Maus-anti-N-Cadherin-Antikérper, der in PBS mit 0,5 % BSA 1:500
verdiinnt wurde, bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Ein erneutes Waschen mit PBS folgte.
AnschlieBend wurden die Zellen fiir zwei Stunden mit dem zweiten Antikérper Alexa
Fluor 488 Goat-Anti-mouse IgG, der in PBS mit 5 % FCS 1:250 verdiinnt wurde, geférbt.
Durch die Anregung mit blauem Licht in einem Fluoreszenzmikroskop (Leica) wurde die
griine Fluoreszenz der gebundenen Antikérperkomplexe sichtbar gemacht. Fotos wurden

mit der entsprechenden Leica QS00MC Kamera aufgenommen.

2.2.2.8 Behandlung mit den Nephrokarzinogenen

Die Nephrokarzinogene Ochratoxin A (OTA), 2-Nitrofluoren (2NF) und Aristolochiasdure
(AA) wurden in DMSO gelost. OTA wurde als 100 mM Stammldsung bei -20 °C
aufbewahrt. 2NF und AA wurden als 50 mM Stammlésung bei -80 °C autbewahrt. Nach
dem Auftauen sollten die gelosten Substanzen kurz gevortext werden. Die Verdiinnung der
Stammldsungen auf die jeweils einzusetzenden Konzentrationen erfolgte mit dem
entsprechenden Kulturmedium. Die Endkonzentration von DMSO lag in allen
Behandlungen unter 0,1 %, und war in allen Ansétzen inklusive Vehikelkontrolle gleich.
Kaliumbromat (KBrO;) und N-Nitrosomorpholin (NNM) wurden als Stammldsung in
Medium angesetzt und direkt im Kulturmedium entsprechend verdiinnt. OTA blieb bis zu

drei Tagen auf den Zellen ohne Mediumswechsel, alle anderen Substanzen nur 48 h.

2.2.2.9 Bestimmung der Viabilitit nach der Behandlung mit OTA

Fiir die Bestimmung der Konzentration, mit der die Zellen fiir die Microarray-Versuche
behandelt werden sollten, wurden zundchst Zytotoxizitdtstests nach Behandlung mit
verschiedenen Dosen von OTA in 24 'well' (rPTCs) und 96 'well' (NRK-52E, HK-2),
spiter jedoch in 6-'well'-Platten fiir die HK-2-Zellen durchgefiihrt. Diejenige
Konzentration, die noch eine Vitalitdt um ca. 80 % der Zellen im Verhiltnis zur Kontrolle
erkennen lieB, sollte dann fiir die Versuche zur RNA-Gewinnung verwendet werden. Als
Zytotoxizitdtstest fiir die NRK-52E-, rPTCs und fiir die HK-2-Zellen wurde der MTT-Test
gewihlt. In diesem Test wird die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenase bestimmt.
Der Test beruht auf der enzymatischen Reduktion des lichtempfindlichen l6slichen, gelben
Tetrazoliumsalzes MTT ((3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid)
zu dem unléslichen, blauen Formazan (Abb. 5).

Zu den Zellen wurden je 10 % des vorhandenen Gesamtvolumens im 'well' an MTT-
Losung (s. 2.1.11) hinzugegeben und fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Abnahme des
Mediums erfolgte die Lyse der Zellen mit der dquivalenten Menge an SDS-Ldsung

(s. 2.1.11), die an MTT-Losung zugegeben worden war, und der Zugabe der 5-fachen
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Menge Entfarbelosung, um die Farbstoffkristalle aufzuldsen. Nach 15 min Inkubation auf
einem Schiittler und anschlieBender Ruhephase fiir 15 min bei RT erfolgte die Messung

der Absorption bei 570 nm in einem Tecan SpectraFluorPlus Photometer.
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Abb. 5: Reduktion des MTT-Tetrazoliumsalzes zu seinem unléslichen Formazan
(Abb. aus dem Praktikumsskript fiir Fortgeschrittene der Toxikologie der Universitét Diisseldorf)

2.2.2.10 Viabilititstests mit HK-2-Zellen

Fiir die HK-2-Zellen erfolgten im Rahmen des Eu-Projekts Predictomics neben dem oben
beschriebenen MTT-Test noch die Durchfihrung des Resazurin-Tests und die
Bestimmung der Lactatdehydrogenaseaktivitit im Zellkulturiiberstand. Resazurin ist ein
Indikatorfarbstoff, der die Zellen penetriert und durch intrazelluldre Oxidoreduktasen und
die mitochondriale Elektronentransportkette, dhnlich wie MTT, zu dem hoch

fluoreszierenden, pinkfarbenen Resorufin umgesetzt wird (Abb. 6).

Resazurin (oxidized) Resorufin (reduced)

Ex 550nm Em 595nm
o

f N
NaO ’Qi:i@% _’NaO QO:Q\O

Abb. 6: Reduktion von Resazurin zu Resorufin (Poster von Talley D.L. et al.; Sigma-Aldrich
Corporation)

Das Resorufin diffundiert in das Kulturmedium und kann durch eine Messung der
Fluoreszenz bei einer Extinktion von 540 nm und einer Emission von 590 nm gemessen
werden. Auch hier sollte fiir die Genexpressionsuntersuchungen eine Viabilitét von 80 %
bezogen auf die Kontrolle nach der Toxineinwirkung nicht unterschritten werden. Die
Resazurinldosung wurde 1:20 mit dem entsprechenden Kulturmedium verdiinnt. Nach der

vollstindigen Abnahme des substanzhaltigen Mediums nach entsprechender Behandlung
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wurden 200 pl Medium pro 'well' bei einer 96 'well' Platte und 1,8 ml Medium pro 'well'
bei einer 6-'well'-Platte hinzugefiigt. Bei Verwendung der fertigen Losung von Sigma
wurden 10 % des Volumens des Kulturmediums hinzugefiigt. Nach einer Inkubationszeit
von 2 h bei 37 °C erfolgte die Messung in einem Tecan SpectraFluorPlus Photometer.

Die Methode zur Messung von LDH beruht darauf, dass LDH nur bei Schiadigung der
Zellmembran in den Kulturiiberstand diffundieren kann. Durch Zugabe der entsprechenden
Reagenzien zum Uberstand der Zellen kann die Umsetzung von Lactat zu Pyruvat durch
LDH erfolgen.

Lactat + NAD* — Pyruvat + NADH + H"

Durch das entstehende NADH+H" wird der Detektionsfarbstoff wiederum reduziert.
Dieser Farbumschlag konnte anschlieend in einem Lambda Scan 200 (MWG-Biotech
AG) bei 340 nm gemessen werden. Der Test wurde mittels des 'Cytotoxicity Detection Kit'
von Roche durchgefiihrt, indem 100 pl der fertig gemischten Lésung zu 100 pl Uberstand
der Zellen gegeben wurden und in einer 96 'well' Platte fiir 10 min lichtgeschiitzt inkubiert
wurden.

Generell wurden gleichzeitig zu den Inkubationsversuchen, die spiter fiir die
Genexpressionsanalysen  dienten, Zytotoxizititsversuche durchgefithrt, um den
Versuchsablauf zu iiberpriifen und gegebenenfalls die Experimente bei zu niedriger

Viabilitét, aber auch Zytotoxizitét der Zellen zu wiederholen.

2.2.3 RNA-Isolation
2.2.3.1 RNA-Isolation aus Zellen

2.2.3.1.1 rPTCs

Fiir die RNA-Isolation wurden die Zellen nach der Nierenperfusion mit einer Zellzahl von
3,5 x 10° Zellen pro well auf Collagen I beschichteten 24-'well'-Platten ausgesit und wie
oben beschrieben kultiviert. Fiir den Vergleich zwischen der Zellkultur und der
unbehandelten Rattenniere wurde das Medium an Tag 5, 7, 8, 10, 12 und 14 vollstdndig
abgenommen, die Zellen mit 1,5-2 ml PBS gewaschen, und anschlieBend 200 pl
RLT-Lysepuffer (s. 2.1.1) pro 'well' hinzupipettiert, um das Volumen fiir die folgende
RNA-Isolation iiber eine Minisdule so klein wie moglich zu halten. Um geniigend RNA
fiir die Genexpressionsanalysen zu erhalten, wurden 24 'wells' fiir Tag 5, je 12 'wells' fir
Tag 7, 8 und 10 und je 18 'wells' fir Tag 12 und 14 lysiert und gepoolt. Fiir jeden
Zeitpunkt wurden vier biologische Replikate, d. h. Zellen aus vier verschiedenen

Perfusionen, aufbereitet. Bis zur Isolation der RNA konnten die Zelllysate bei —80 °C
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aufbewahrt werden. Vor der RNA-Isolation wurden die Zelllysate durch QiaShredder-
Sdulen zentrifugiert, um die Proben zu homogenisieren, indem die gesamte Probe bei
maximaler Geschwindigkeit fiir 2 min zentrifugiert wurde. Die RNA-Isolierung wurde
mittels des RNeasy® Mini Kits mit DNase-Verdau nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Um eine Uberladung der Siulen zu vermeiden, wurden mindestens zwei
RNeasy® Mini Sdulen pro Probe verwendet. Die Inkubationszeit fiir den DNase-Verdau
betrug bei den priméren proximalen Tubuluszellen statt 15 min nur 13 min.

Fiir die Isolation von RNA aus mit OTA behandelten rPTCs wurde wie oben beschrieben
verfahren, allerdings erfolgte die Isolation an Tag 1, 3, 5 und 7 nach der Behandlung mit
10 bzw. 20 uM OTA.

Nach der Isolation wurde die RNA bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C autbewahrt. Die
Bestimmung der Qualitit und der Quantitit der RNA erfolgte mit dem Bioanalyzer und

dem RiboGreen™ RNA Quantitation Kit. Je Sdule wurde mit 2 x 30 pl eluiert.

2.2.3.1.2 NRK-52E-Zellen

Fir die Genexpressionsanalysen mit den NRK-52E-Zellen wurden drei biologische
Replikate angefertigt. Um geniigend Zellen fiir die RNA-Isolation zu erhalten, wurden die
NRK-52E-Zellen auf 6-'well'-Platten mit einer Zelldichte von 5 x 10° Zellen fiir 24 h und
2 x 10° Zellen fiir 72 h ausgesit. Die Zellen wurden mit 20 pM OTA behandelt und die
Kontrollen mit der entsprechenden Menge des Vehikels DMSO inkubiert. Je drei 'wells'
einer 6-'well'-Platte wurden fiir eine Probe gepoolt: Vor der Lyse zum entsprechenden
Zeitpunkt wurde jedes mit 1-2 ml PBS gewaschen. Pro 'well' wurden 350 pl Lysepuffer
hinzugegeben und das Zelllysat bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C aufbewahrt. Das
Lysat wurde dann ebenfalls zuerst zwecks Homogenisierung iiber eine QiaShredder-Saule
gegeben, wobei bis zu dreimal durch die gleiche Séule zentrifugiert werden konnte.
Danach wurde mit den Proben wie im Handbuch des RNeasy® Mini Kits mit
DNase-Verdau beschrieben weiter verfahren. Die Elution der RNA erfolgte mit 2 x 30 ul
je Saule. Die Bestimmung der Qualitit und der Quantitét erfolgte durch Messung mit dem

Bioanalyzer und mit dem RiboGreen™ RNA Quantitation Kit (s 2.2.4.1; 2.2.4.2).

2.2.3.1.3 HK-2-Zellen

Fiir die Genexpressionsanalysen mit OTA wurden die HK-2-Zellen mit 7 x 10° Zellen pro
'well' auf 6-'well'-Platten ausgesit. Sie wurden anschlieend fiir 24 h und 72 h mit der
entsprechenden Konzentration an OTA bzw. Medium mit Vehikel inkubiert. Je drei
unabhingige Versuche, d. h. verschiedene Passagen, wurden als Replikate verwendet. Zum
jeweiligen Zeitpunkt wurden alle 'wells' mit 1-2 ml PBS einmal gewaschen und je Probe

drei 'wells' nach der Zugabe von 350 pl Lysepuffer in einem Eppendorfgefil vereint.
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AnschlieBend konnten die Proben bis zur Isolierung bei -80 °C gelagert werden. Die
Homogenisierung erfolgte durch eine QiaShredder Sdule und die anschlieBende RNA-
Aufreinigung iiber zwei Mini Séulen nach dem vom Hersteller beschriebenen Protokoll.
Die Elution erfolgte ebenfalls mit 2 x 30 ul je Séule. Wiederum erfolgte die Qualitéts- und
Quantitétsiiberpriifung durch Bioanalyzer und RiboGreen.

Fiir die Versuche mit den anderen Nephrokarzinogenen (AA, NNM, 2NF, KBrOs) wurden
je 'well' einer 6-'well'-Platte nur 5 x 10° Zellen eingesetzt, da sich das Wachstumsverhalten

der Zellen im Laufe der Zeit verdnderte.

2.2.3.1.4 Humane PTCs

Die Behandlung der humanen priméren proximalen Tubuluszellen (hPTCs) erfolgte an der
medizinischen Universitét Innsbruck durch Dr. Paul Jennings im Labor von Prof. Walter
Pfaller. Die primdren Zellen waren zuvor durch die Isolation kortikaler tubulérer
Fragmente aus drei verschiedenen Individuen gewonnen, einmal passagiert und in
fliissigem Stickstoff gelagert worden. Nach der Behandlung mit Medium und Vehikel oder
Medium und OTA wurden die Zellen trypsiniert, zentrifugiert und in 250 pl RNALater
aufgenommen und am nichsten Tag bei RT versandt (zur Bayer Healthcare AG in
Wuppertal). Zu diesen Proben wurden anschlieBend 500 pul PBS gegeben und bei 2300 x g
fiir 2 min zentrifugiert. Die Zellen stammten aus zwei 'wells' einer 6-'well'-Platte und
wurden nach der Zentrifugation in 700 pl Lysepuffer bei -80 °C eingefroren. Am Tag der
Aufreinigung wurden die Proben durch eine Zentrifugation bei maximaler
Geschwindigkeit fiir 2 min durch die QiaShredder Sdulen homogenisiert. Die
Aufreinigung der RNA erfolgte je Probe durch eine Sdule des RNeasy® Mini Kit und

Elution mit 2 x 30 ul RNase freiem Wasser pro Séule.

2.2.3.2 RNA-Isolation aus Gewebe

2.2.3.2.5 Niere

Alle Eppendorfgefafle fiir die Gewebehomogenisierung wurden zu Beginn mit einer 7 mm
groflen, hitzesterilisierten Stahlkugel befiillt und ins Trockeneis gestellt. Das Abwiegen
musste moglichst rasch erfolgen, um das Auftauen des Gewebes zu vermeiden und somit
eine gute RNA-Qualitdt zu gewihrleisten. Fiir die RNA-Isolation wurden 50 bis 100 mg
Gewebe in das vorgekiihlte Gefd3 eingewogen und nach der Zugabe von 1 ml Lysepuffer
fiir 12 bis 18 min bei 30 Hz in einer Schwingmiihle homogenisiert. Eine Zentrifugation fiir
fiinf Minuten bei 16000 x g trennte die nicht lysierbaren Gewebestiickchen von den
lysierten Anteilen ab, die wiederum in ein neues Gefdl} iiberfilhrt wurden. Jede RNeasy®

Mini Siule konnte mit Lysat aus 30 mg Gewebe fiir die RNA-Isolierung beladen werden.
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Die Aufreinigung der RNA erfolgte danach wie im RNeasy® Mini Kit mit DNase-Verdau
beschrieben und die RNA wurde mit 2 x 30 ul je Sdule eluiert.

2.2.3.2.6 Leber

Die Isolation der RNA aus Lebergewebe wurde dhnlich wie bei der Niere beschrieben
durchgefiihrt, allerdings erfolgte die Homogenisierung des Gewebes bei 30 Hz fiir drei
Minuten. AnschlieBend wurde das Homogenisat 10-mal durch eine 21G Kaniile geschert

und letztlich nur 7 mg auf eine RNeasy® Mini Sdule gegeben.

2.2.3.2.7 Herz

Die Isolation der RNA aus Herzmuskelgewebe wurde ebenfalls &hnlich wie oben
beschreiben durchgefiihrt, allerdings wurden zwei 5 mm groBle Stahlkugeln fiir die
Homogenisierung verwendet, die fiir 10 min bei 30 Hz stattfand. Auflerdem erforderte
diese einen zusitzlichen Proteinase-K-Verdau, indem 300 pl geschertes Lysat, das
hochstens 30 mg Gewebe enthielt, zu 590 nL. RNase freiem Wasser und 10 pl Proteinase
K (20 mg/ml) gegeben und anschliefend gut mit einer Pipette durchmischt wurden. Nach
einer Inkubation bei 55 °C fiir 10 min folgte eine Zentrifugation bei 10000 x g fiir 3 min.
Der Uberstand wurde in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt, mit dem dann wie im

RNeasy® Mini Kit mit DNase-Verdau beschrieben verfahren wurde.

2.2.4 Qualitatskontrolle und Quantifizierung der RNA

2.2.4.1 Qualititsiiberpriifung der RNA mittels Bioanalyzer

Die Qualitdt der isolierten Total-RNA wurde mit Hilfe einer Gelelektrophorese im
NanomaBstab iiberpriift. Die Messung erfolgte in einem Bioanalyzer 2100 von Agilent
unter Verwendung des RNA 6000 Nano Lab Chip® Kit nach den Angaben des Herstellers.
Mit Hilfe dieser Messung ist es moglich degradierte RNA zu erkennen und gegebenenfalls
solche Proben von den weiteren Versuchen auszuschlieen. Dazu wurde das Verhiltnis der
28S zur 18S rRNA als Reinheitskriterium bestimmt. Dieser Quotient sollte bei RNA nicht
unter 1,8 liegen. Des Weiteren wurde in einer neueren Version der Software die RNA
Integrity Number (RIN) berechnet, die mit einem Wert von vollstindig degradiert (1) bis

vollig intakt (10) angegeben wird und nicht unter sieben liegen sollte.

2.2.4.2 Quantifizierung der RNA

Die Quantifizierung der RNA erfolgte fluorimetrisch unter Verwendung des RNA-
interkalierenden Farbstoffs RiboGreen™. Das 'RiboGreen Quantitation Kit' enthielt sowohl
den Farbstoff als auch den dazugehérigen RNA-Standard. Der Standard wurde in
folgenden Konzentrationen eingesetzt: 1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,1 pg/ml und 0,02 pg/ml.
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Durch eine entsprechende Verdiinnung der Proben (ca. 1:2000) und eine Messung bei
Ex/Em 500/525 nm im Cytofluor II konnte die Menge der RNA bestimmt und somit das

einzusetzende Volumen fiir die weiteren Versuche berechnet werden.

2.2.5 Real-Time-PCR

Die Tagman® Real-time-PCR dient zur Quantifizierung von Nukleinsduren. Zuerst muss
die zu messende RNA in einer Probe durch reverse Transkription in komplementdre DNA
(cDNA) iiberfiihrt werden. Wéhrend der PCR wird die Menge eines bestimmten DNA-
Fragmentes, das durch die Sequenz des fiir die Amplifikation benutzten Primerpaares
bestimmt wird, pro PCR-Zyklus verdoppelt. Je nach Ausgangsmenge der entsprechenden
mRNA in der untersuchten Probe iiberschreitet die Menge des entstehenden PCR-Produkts
die Detektionsgrenze in einem fritheren oder spéteren PCR-Zyklus. Diese Zyklenzahl wird
als Cr-Wert angegeben. Die Fluoreszenz nimmt dabei proportional zur Menge des PCR-
Produktes zu. Entweder wird die Fluoreszenz mit Hilfe einer Sonde oder mittels eines
DNA-interkalierenden Farbstoffs, z. B. SYBR® Green ermittelt. Die Sonde, die
komplementér zur Sequenz des zu detektierenden Gens ist, ist sowohl mit einem Quencher
als auch mit einem Reporter-Farbstoff markiert, der erst wihrend der Extensionsphase
durch die Hydrolyse mittels der 5'-3'-Exonukleaseaktivitidt fluoreszieren kann. Alle
'Tagman® Assays on demand' enthielten eine Sonde, in allen anderen Tagman®-Analysen
wurde das PCR-Produkt mittels SYBR® Green detektiert.

HO - 0\{4\{,0
‘ //\J
L. _C-OH
‘L o
L
R|
R'=H R? = —cooH

Abb. 7: Strukturformel des SYBR® Greens (links) und des Reporterfarbstoffs FAM (rechts)

Dem Reaktionsansatz werden zwei Primer hinzugegeben, die an beiden Enden des zu
amplifizierenden DNA-Abschnitts ansetzen und anschlieBend durch das Enzym verldngert

werden, so dass gezielt die Kopienzahl des zu amplifizierenden Abschnitts erhoht wird.
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2.2.5.1 Reverse Transkription

Fiir die folgende PCR-Reaktion wurde die isolierte RNA mittels des 'Superscript First-
Strand Synthesis System for RT-PCR Kit' zuerst in cDNA umgeschrieben. Als Primer fiir
die Reverse Transkriptase wurden 'random' Hexamere, d. h. Oligonukleotide mit
Zufallssequenzen, verwendet. Fiir den Mastermix der Reversen Transkriptionsreaktion
wurden folgende Bestandteile mit der fiir den Reaktionsansatz angegebenen

Endkonzentrationen fiir den Reaktionsansatz bendtigt:

Komponente Endkonzentration im Reaktionsansatz
Random-Hexamer 1,25 ng/pul

Oligo(dT) .15 12,5 ng/ul

PCR-Puffer ohne MgCl, 1 x

MgCl, 5mM

dNTP-Mix 0,5 mM

DTT 10 mM

Superscript SSII 1,25 U/ul

RNAse-freies Wasser gleiche Menge wie MgCl,

Zu 15 pl dieses Mastermixes wurden 5 pl Template, d. h. in diesem Fall die RNA,
hinzugegeben, so dass eine Endkonzentration von 5 ng/pl erreicht wurde, und bei
folgendem Programm im Thermocycler (PTC-200) in cDNA revers transkribiert:

Hybridisierungsphase fiir 10 min bei 25 °C; Elongationsphase fiir 50 min bei 42 °C und
Inaktivierung fiir 15 min bei 70 °C. Die umgeschriebene cDNA wurde bis zur weiteren

Verarbeitung bei — 20 °C gelagert. Diese sollte aber hochstens dreimal aufgetaut werden.

2.2.5.2 Tagqman-PCR mit SYBR Green Detektion

Fir die weitere Tagman®-Analyse wurde ein PCR-Mastermix mit dem SYBR®-
Reaktionspuffer hergestellt, in dem die 18S Primer in einer Konzentration von
0,625 pmol/ul und alle anderen verwendeten Primer in einer Konzentration von
2,5 pmol/pl vorlagen. Zu 20 pl Mastermix wurden 2,2 ul der umgeschriebenen cDNA in je
ein 'well' der 96-'well'-Platte pipettiert. Pro Probe und Gen wurden mindestens vier
technische Replikate angefertigt. AnschlieBend wurde die 96-'well'-Platte mittels einer
Folie fest verschlossen, 1 min bei 5292 x g in einer 4K15C zentrifugiert und bis zur
Messung lichtgeschiitzt aufbewahrt. Bei entsprechender 'Annealing'-Temperatur konnte
die Reaktion im ABI Prism® 7900HT gestartet werden.

Das Temperatur-Zeit-Schema unterschied sich zwischen den Messungen nur in der

'Annealing'-Temperatur der Primer fiir das entsprechende Gen. Diese sind in Tabelle 3
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angegeben. Auf eine anfdngliche Initialphase von 50 °C fiir zwei Minuten folgte eine
Denaturierungsphase bei 95 °C fiir 10 min. Die Amplifikation wurde in 40 Zyklen
wiederholt mit einer Denaturierungsphase bei 95 °C fiir 15 Sekunden und einer

Elongationsphase bei Primer abhéngigen °C fiir 60 Sekunden.

2.2.5.3 Taqman-PCR mit 'Assays on demand'

Der Mastermix fiir die Reaktion setzte sich je 'well' wie folgt zusammen: 1,11 pl 'Assay on
demand', 7,79 pul RNase freies Wasser, 2,2 pl cDNA und 11,1 pl 2 X Universal Mastermix.
Das Temperatur-Zeit-Schema fiir die Reaktion ergab sich somit aus den oben genannten
Schritten mit einer 'Annealing'-Temperatur von 60 °C fiir 60 Sekunden da alle 'Assays on
demand' die gleiche 'Annealing’-Temperatur besaf3en.

Sowohl mit der SYBR®-Green- als auch der 'Assay on demand'-Methode wurde immer
18S als Standard-Gen parallel gemessen, um Unterschiede im Ausgangsmaterial

gegebenenfalls spéter korrigieren zu kdnnen.

2.2.5.4 Auswertung der Tagman®-Ergebnisse: In-vitro-Modellcharakterisierung

In jedem Lauf wurde eine Standardkurve erstellt, fiir die die gemessenen C-Werte gegen
die vier bekannten relativen Konzentrationen aufgetragen wurden. Der relative Gehalt an
genspezifischer mRNA wurde durch Vergleich des C-Wertes (Mittelwert aus vier
technischen Replikaten) mit der Standardkurve ermittelt. Zur Berechnung der
Expressionsderegulation eines Gens zwischen rPTCs in vitro und Nierenkortex in vivo
wurde der relative Gehalt eines Gens zu einem bestimmten Zeitpunkt der Kultur in vitro
durch den mittleren relativen Gehalt in den vier unbehandelten Nierenkortexproben geteilt.
Der mittlere relative Gehalt wurde nach Logarithmierung der Einzelwerte ermittelt, analog
zur Berechnung der Deregulationsfaktoren aus den Microarray-Daten. Um potentiell
unterschiedliche Ausgangsmengen zu korrigieren, wurden die Ergebnisse noch auf den
relativen Gehalt an 18S rRNA normiert.

2.2.5.5 Auswertung der Tagman®-Ergebnisse: NRK-52E-Zellen und rPTCs nach
OTA-Behandlung und HK-2-Zellen nach der Behandlung mit den Nephro-
karzinogenen

In diesem Versuch wurden zunéchst alle C,-Werte der sechs (vier bei den HK-2-Zellen)
technischen Replikate auf der Platte gemittelt. AnschlieBend wurden die C-Werte der
behandelten Proben auf die Ci-Werte der 18S Proben bezogen, der in jeder Probe separat
bestimmt worden war, um erneut eventuelle Unterschiede des Ausgangsmaterial
auszugleichen. Daraus konnte dann der AAC-Wert bestimmt werden, der sich aus
folgender Formel ergibt:

(C mw _Ktrl_GenX/C qw_Probe_GenX) - (C mw_Ktrl_18S/C; mw_Probe_18S), wobei
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Ktrl die Kontrolle bedeutet und MW der Mittelwert aus den entsprechenden Replikaten.
Der 2**“-Wert ergibt dann den Deregulationsfaktor zwischen den behandelten Proben und

den Kontrollproben.

2.2.6 Molekularbiologische Arbeiten zur Genexpressionsanalyse

Das Prinzip der Genexpressionsanalyse (s. Abb. 8) mittels Microarrays der Firma
Affymetrix, genannt GeneChips®, beruht darauf, dass die Ausgangs-RNA letztlich in
biotinmarkierte cRNA umgeschrieben wird und somit an die filir verschiedene Gene

spezifischen Oligonukleotide auf einem Microarray hybridisiert.
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Abb. 8: Schema zum Ablauf der Microarray-Hybridisierung

Durch die Biotinmarkierung kann die hybridisierte ¢cRNA {iiber Fluoreszenz-Farbstoff
gekoppeltes Strepatavidin, das an Biotin bindet, quantitativ ausgewertet werden. Zuerst
wird die isolierte RNA wihrend der Erststrangsynthese mittels reverser Transkription in
cDNA umgeschrieben. Wihrend dieser Erststrangsynthese findet der Einbau eines
T7-Promotors statt, der die spiter folgende in-vitro-Transkription ermdglicht. Im
Anschluss an die Erststrangsynthese findet die Doppelstrangsynthese statt.

Nach der Aufreinigung wird die ¢cDNA in einer in-vitro-Transkriptionsreaktion unter
Einbau biotinylierter Nukleotide mit Hilfe von bakterieller T7-Polymerase in cRNA
transkribiert. Die entstehende cRNA wird anschlieBend fragmentiert und in einem

definierten Hybridisierungsmix auf den Microarray aufgebracht. Die urspriinglich in der
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Probe exprimierte messenger RNA (mRNA)-Population, die bestimmte Gene représentiert,
hybridisiert dann wihrend der folgenden Inkubation in Form markierter cRNA mit den
Oligonukleotiden, die die entsprechenden Gensequenzen enthalten. In der folgenden
,Farbung™ an einer 'Fluidics'-Station bindet das phycoerythringekoppelte Streptavidin an
den Stellen des Microarrays, an denen die cRNA hybridisiert hat. Die Fluoreszenz des an
bestimmte Oligos gebundenen Streptavidins wird dann in einem hochauflosenden Scanner
gemessen.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Protokolle entsprechend zweier verschiedener
Kits verwendet. Das Affy One Cycle Enzo (4 h) — Protokoll wurde fiir die in-vivo-
Versuche verwendet, die auf den RAE230A GeneChip® hybridisiert wurden. Fiir die in-
vitro-Versuche wurde nach dem One Cycle Affx-Kit (16 h) — Protokoll, das eine
Weiterentwicklung des Enzo Protokolls darstellt, verfahren. Bei den in-vitro-Versuchen
wurden flir die Proben der Ratten ebenfalls die RAE230A GeneChips® und fiir die
humanen Proben die HGU133 Plus2 GeneChips® verwendet. Beide Protokolle sind im
Folgenden detailliert beschrieben.

2.2.6.1 Affy One_Cycle_Enzo (4 h) - Reverse Transkription

Fiir das Umschreiben der Gesamt-RNA in cDNA wurden zundchst 5 pg RNA und 1 pl T7-
Oligo(dt)-Primer mit RNase freiem Wasser auf 12 pl aufgefiillt und fiir 10 min bei 70 °C
inkubiert. Der Primer enthdlt die Promotorsequenz fiir die bakterielle
T7-RNA-Polymerase, die fiir die in-vitro-Transkription benétigt wird. Die

Einzelstrangsynthese erfolgte dann mittels der Zugabe von

Komponente Menge (ul) Endkonzentration
1st Strand Puffer (5 x) 4 1 %

DTT (0,1 M) 2 0,01 M
dNTP Mix (10 mM) 1 0,5 mM
Gesamt 7

Nach 2 min Inkubation bei 42 °C wurde 1 pl Superscript II Reverse Transkriptase
hinzugefiigt und fiir die Erststrang-Synthese fiir 1 h bei 42 °C inkubiert. Die anschlieSende
Doppelstrangsynthese erfolgte fiir 2 h bei 16 °C. Folgende Komponenten wurden
hinzugefiigt:
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Komponente Menge (ul) Endkonzentration
RNase freies Wasser 91

2nd Strand Puffer (5 x) 30 1 x

dNTP Mix (10 mM) 3 0,2 mM
DNA-Ligase (10 U/ul) 1 10U

E.coli DNA-Polymerase 1 4 40U

(10 U/pl)

RNase H (2 U/ul) 1 2U
Einzelstrangsynthese 20

Gesamt 150

Nach dieser Inkubationszeit wurden noch 2 pl T4-DNA-Polymerase (10 U) hinzugefiigt,
die wihrend einer Inkubation von 5 min bei 16 °C durch eine Auffiillreaktion die
iiberhdngenden Enden gegléttet. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 10 pl EDTA
(0,5 M) dazugegeben und das Reaktionsgemisch konnte bei -20 °C bis zur
Weiterverarbeitung aufbewahrt werden.

Die Aufreinigung der doppelstringigen cDNA erfolgte mittels des 'GeneChip® Sample
Cleanup Module' von Affymetrix/Qiagen. Die Elution der cDNA wurde mit 14 pl

Elutionspuffer vorgenommen.

2.2.6.2 Affy One_Cycle_Enzo (4 h) — In-vitro-Transkription
Das Eppendorfgefél3, in dem sich die cDNA befand, wurde mit 10 pl Wasser ausgespiilt.

Unter Zugabe der folgenden Komponenten konnte die in-vitro-Transkription durchgefiihrt

werden:
Komponente Menge (ul) Endkonzentration
cDNA 22
RNase freies Wasser 10
HY Reaktion Puffer (10 x), 4 1 x
DTT (10 x) 4 1 x
Biotinmarkierte 4 | x
Ribonukleotide (10 x)
RNase Inhibitor (10 x) 4 1 x
T7-RNA-Polymerase (20 x) 2 1x
Gesamt 40
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Durch die Inkubation fiir 4 h bei 37 °C fand der Einbau biotinylierter Nukleotide mit Hilfe
der T7-Polymerase statt, deren Promotorsequenz schon bei der Doppelstrangsynthese
eingebaut worden war.

Die Aufreinigung der doppelstringigen cDNA wurde ebenfalls mittels des 'GeneChip®
Sample Cleanup Module' von Affymetrix/Qiagen durchgefiihrt. Die cRNA wurde einmal
mit 11 pl RNase freiem Wasser und einmal mit 10 pl RNase freiem Wasser eluiert.

Fiir die quantitative und qualitative Vermessung der cRNA wurde sie zundchst 1:10 mit
RNase freiem Wasser verdiinnt. Mittels des Bioanalyzer 2100 von Agilent wurde eine
Gelektrophorese durchgefiihrt. Nach einer weiteren 1:10 Verdiinnung wurde die
RNA-Konzentration im SpektraMax Plus 384 UV-Spektrometer quantifiziert (ODpg = 1
entspricht 40 pg/ml).

2.2.6.3 Affy One_Cycle_Enzo (4 h) - Hybridisierung der Microarrays

15 ng der cRNA und 8 pl Fragmentierungspuffer (5 x) wurden mit RNase freiem Wasser
auf ein Volumen von 40 pl aufgefiillt und in einem 1,5 ml Eppendorfgefaf3 fiir 35 min bei
94 °C inkubiert. Die RNA wird dabei in dem stark basischen Milieu in Fragmente
bestimmter Lénge gespalten, die von dem pH-Wert des Puffers beeinflusst wird. Die
Fragmentierung erhoht die Effizienz der Hybridisierung an die Oligos auf dem Microarray.
Zu Beginn wurde der 20 x Hybridisierungskontrolle/Oligo B2-Mix fiir fiinf Minuten bei

65 °C erwarmt. Zu der fragmentierten cRNA wurden folgende Komponenten pipettiert:

Komponente Menge (ul)
RNase freies Wasser 84
Oligo B2 (3 nM) + 20 x Hybridisierungskontrolle 20
Heringssperma (10 mg/ml) 3
acetyliertes BSA (50 mg/ml) 3
MES Puffer (2 x) 150
Fragmentierte cRNA 40
Gesamt 300

Gegebenenfalls konnte der Hybridisierungsmix bei -80 °C aufbewahrt werden. Bei
sofortiger Verwendung oder nach dem Auftauen wurde der Hybridisierungsmix fiir fiinf
Minuten bei 99 °C, weitere fiinf Minuten bei 45 °C erhitzt und danach bei 13000 x g fiinf
Minuten lang abzentrifugiert. Wéhrend der Fragmentierung oder wéhrend des Erhitzens
konnten die RT warmen GeneChips® mit 200 ul MES-Puffer (1 x) gefiillt und fiir 10 min
bei 45 °C und 60 rpm préhybridisiert werden. Nun folgte der Austausch der 200 pl
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MES-Puffer gegen 200 pl Hybridisierungsmix. Die Hybridisierung fand in einem
speziellen Hybridisierungsofen fiir 16 h bei 45 °C und 60 rpm statt.

2.2.6.4 One_Cycle_Affx-Kit (16 h) - Protokoll

Fiir die in-vitro-Studien wurde das One Cycle Affx-Kit (16 h) von Affymetrix fiir die
Synthese biotinmarkierter cRNA verwendet. Hierfiir wurden ebenfalls 5 pg RNA als
Ausgangsmaterial eingesetzt. Der wesentliche Unterschied zu der oben beschriebenen
Vorgehensweise lag darin, dass die in-vitro-Transkription fir 16 h statt 4 h inkubiert

wurde und deshalb iiber Nacht direkt nach der Doppelstrangsynthese angesetzt werde

konnte:
Komponente Menge (ul)
aufgereinigte cDNA 12
RNase freies Wasser 8
IVT Labeling Puffer (10 x) 4
IVT Labeling NTP Mix 12
Labeling Enzym-Mix 4
Gesamt 40

Fiir die Fragmentierung énderte sich der Einsatz der zu fragmentierenden cRNA, da man in
diesem Protokoll davon ausging, dass letztlich nur 80 % der eingesetzten cDNA zu cRNA

umgeschrieben wurden. Der Hybridisierungsmix setzte sich demnach wie folgt zusammen:

Komponente Menge (ul)
DEPC Wasser 64
Oligo B2 (3 nM), 5
Hybridisierungskontrolle 15
Heringssperma (10 mg/ml) 3
acetyliertes BSA (50 mg/ml) 3
MES Puffer (2 x) 150
DMSO 3
Fragmentierte cRNA 30
Gesamt 300

Die Hybridisierung der Chips erfolgte analog zur obigen Beschreibung.
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2.2.6.5 Firben und Scannen der Microarrays

In einer 'GeneChip® Fluidics Station 400" wurden die hybridisierten Microarrays gemaf
des Protokolls EukGE WS2v4 gefirbt und gewaschen. Die Férbung erfolgte iiber ein
phycoerythringekoppeltes Streptavidin (SAPE), welches lichtempfindlich ist und an die
zuvor eingebauten biotinylierten Nukleotide bindet. Zusdtzlich wurde durch ein
Antikorperfarbepuffer, der biotinylierte Antikdrper gegen das Streptavidin enthielt, das
Signal verstérkt. Diese Signale wurden mit dem konfokalen 'Gene Array Scanner' erfasst,
der mit einem Argonlaser ausgestattet ist und die gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe

anregt. Die Emission wurde bei 570 nm gemessen.

2.2.7 Auswertung der Microarrays

2.2.7.1 Qualititskontrolle der Microarrays und ,,Kondensierung“ der Daten

Auf den Affymetrix Microarrays (oder GeneChips®) sind pro Gen bzw. 'Probe set' 11

genspezifische Sonden fiir den RAE230A und HGU133 Plus2 GeneChip® (25mer

Oligonukleotide, die genau der jeweiligen Gensequenz entsprechen: 'perfect matches'

(PM)) photolithographisch aufgebracht, zu denen jeweils ein 'mismatch’ (MM)-Oligo

existiert, das in der Mitte ein ausgetauschtes Nukleotid enthélt und als Kontrolle fiir die

Hintergrundshybridisierung dient.

Folgende Dateitypen wurden nach dem Scannen der Daten und weiterer Bearbeitung mit

der GCOS-'Software' von Affymetrix und der 'Refiner Software' von Genedata erhalten:
,DAT“: Diese Datei enthdlt die Rohdaten. Die Fluoreszenz der Bereiche,
genannt 'features', die mit Oligos einer bestimmten Sequenz bestiickt sind, z. B.
einem PM- oder MM-Oligo, ist in 36 Pixelintensitéten angegeben.

- ,,CEL*: Wird aus der DAT-Datei mittels der GCOS-'Software' berechnet. Dabei
werden die 36 Pixels pro 'feature' gemittelt, und es erfolgt eine
Hintergrundsubstraktion — nach  einem  bestimmten  Schema  unter
Beriicksichtigung der Pixel zwischen den Stellen, an denen sich keine Oligos
befinden.

- ,,CHP*: Wird aus der CEL-Datei mit Hilfe der GCOS-'Software' berechnet. Die
Intensititen aller PM- und MM-Oligos eines 'Probe sets' werden nach dem
MASS5-Algorithmus zu einer Intensitit verrechnet. Diesen Vorgang nennt man
Kondensierung.  Aus  der  Berechnung des  Verhiltnisses  der
Hybridisierungsintensititen der PM- zu den MM-Oligos resultiert eine Intensitét
und ein p-Wert, der die Wahrscheinlichkeit angibt, ob das entsprechende Gen,

das von dem 'Probe set' reprisentiert wird, wirklich exprimiert ist. Bei p < 0,04
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bezeichnet man ein 'Probe set' als 'present’, also wirklich exprimiert, bei einem
p-Wert zwischen 0,04 und 0,06 als marginal exprimiert, und bei p > 0,06 als
'absent’. Fiir einige 'Housekeeping'-Gene (GAPDH, Hexokinase und B-Actin),
die mehr oder weniger in jeder Probe exprimiert werden, sind auf dem
Microarray 'Probe sets' fiir das 5’-Ende, die Mitte und das 3’-Ende dieser Gene
aufgebracht. Das 3'/5' Verhiltnis der Intensitéiten ist somit ein Qualitdtsmerkmal,
wie gut die cDNA-Synthese vom 3°- bis zum 5’-Ende des Gens stattgefunden
hat. Dabei ist ein Verhiltnis zwischen 1 (optimal) und ca. 2,5 akzeptabel. Nach
der Kondensierung kann der Median aller Intensitéten (nach Abzug der oberen
und unteren 2 %) noch auf einen bestimmten Wert, genannt 'Target intensity’
(TGT) von z. B. 100 eingestellt werden. Dieses erleichtert den Vergleich mit
weiteren Chipdaten. Die Qualititsparameter der CHP-Datei (% 'present’,
3’/5’-cDNA-Synthese) wurden fiir eine erste Qualititsbeurteilung genutzt.

- Genedata ,,CoBi INS*“-file: Dieser file, der mit der Genedata 'Refiner Software'
von der CEL-Datei ausgehend erstellt wird, entspricht der CHP-Datei der
'GCOS'-Software. Jedoch erfolgt vorher eine Qualitdtskontrolle mit
Korrekturmdglichkeit.

Fiir die Diagnose und Korrektur der Microarray-Qualitit wurden die CEL-Dateien in die
'Refiner Software' der Firma Genedata AG eingeladen. Da immer mindestens
12 Microarrays gleichzeitig prozessiert wurden, war es der 'Software' moglich, dunkle oder
helle Punkte, Gradienten und generelle Intensitétsstorungen pro Microarray festzustellen
und im Vergleich zu einem Referenzexperiment, das aus den eingeladenen Microarray-
Daten virtuell berechnet wurde, zu korrigieren. Besonders drastische Abweichungen
konnten maskiert werden. Danach erfolgte die Kondensierung der Daten zu einem
Intensititswert und einem Qualitéts-p-Wert pro 'Probe set' mit den auch im Refiner
implementierten MASS5-Algorithmen. MASS (‘Microarray Analysis Suite', Version 5.0)
wurde in allen Studien als Kondensierungs-Algorithmus verwendet. Auferdem wurden

die Daten noch auf eine TGT von 100 normalisiert.

2.2.7.2 Analyse der Genexpressionsdaten
Die Analyse der Daten erfolgte mittels der 'Software' 'Expressionist Analyst' der GeneData
AG. Im Folgenden werden die verschiedenen Methoden zur Qualifizierung und

statistischen Auswertung und Darstellung der Daten vorgestellt.

2.2.7.2.1 Box Plot Analyse
Bei diesem Vergleich der absoluten Expressionsdaten befinden sich in der sog. 'Box' 50 %

der gemessenen Werte. Die Mitte der 'Box' entspricht dem Medianwert der
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Datenverteilung. Die sich auflerhalb befindenden Fehlerbalken machen die Streuung der
Daten kenntlich. Diese Art der Analyse dient dem ersten Uberblick iiber die

Versuchsreihe.

2.2.7.2.2 Hauptkomponentenanalyse (PCA = Principal Component Analysis)

In dieser Analyse werden die Expressionsdaten in einem 3-dimensionalen Raum
dargestellt, auf den die n-dimensionalen Daten projiziert werden. Die Ahnlichkeit der
Expressionsdatensétze untereinander ist umso hoher, je néher sie beieinander liegen bzw.
‘clustern'. Diese Berechnung wird anhand einer moglichst geringen Anzahl an
Hauptkomponenten durchgefiihrt. Diese Hauptkomponenten werden wiederum als lineare
Kombination von n-verdnderten Genen so berechnet, dass die daraus resultierende
Reduktion der n-dimensionalen Streuung ohne Informationsverlust erfolgt. Man kann
anhand dieser Darstellung schon sehr friih Ausreiler und dosis- bzw. zeitabhidngige
Verlaufe feststellen (Butte, 2002).

2.2.7.2.3 Histogramm

In dieser zweidimensionalen Darstellungsmethode wird die Expressionsintensitéit der Gene
einer vorher ausgewdhlten Gengruppe pro Experiment bzw. Datensatz nebeneinander
dargestellt. Wenn es sich um normalisierte Datensdtze handelt, konnen auch

Deregulationsfaktoren dargestellt werden.

2.2.7.2.4 N-Way ANOVA

Mit dieser Methode ist es moglich Unterschiede zwischen einer Reihe von Proben
beziiglich mehrerer Parameter statistisch zu erfassen. Sie iiberpriift, ob die Varianz
zwischen den Gruppen grofler ist als die Varianz innerhalb der Gruppen, jeweils beziiglich
eines bestimmten Parameters. Da alle replikaten Proben, die sich zwar hinsichtlich
bestimmter Faktoren unterscheiden, nicht aber in dem, der statistisch evaluiert werden soll,
in einer Gruppe fiir diese Analyse vereinigt werden konnen, ist die Anzahl an Replikaten
hoher, was eine statistische Analyse zuverldssiger macht. Je kleiner der p-Wert ist, desto
signifikanter ist die Deregulation der Gene zwischen zwei Gruppen bezogen auf den
ausgewdhlten Parameter. In den meisten Analysen wurde das 2-Way ANOVA verwendet,
um die Unterschiede zwischen den behandelten und unbehandelten Proben hinsichtlich der

Behandlung und der Zeitpunkte zu evaluieren.

2.2.7.2.5 Unpaired t-Test
Der t-Test dient zur Identifikation differentiell exprimierter Gene zwischen zwei Gruppen
von Datensédtzen, z. B. Gruppen von biologischen Replikaten behandelter und

unbehandelter Tiere. Vorraussetzung fiir den Test ist die Normalverteilung der
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Expressionsdaten der miteinander verglichenen Gruppen. Dieser Test geht von der

Annahme aus, dass die Mittelwerte zweier Datensédtze gleich sind.

2.2.7.2.6 Paired t-Test

Dieser t-Test wird fiir sogenannte ,gepaarte” Proben verwendet, z. B. bei
Zellkulturproben, bei denen die Kontrolle und die dazugehdrigen behandelten Proben von
der gleichen Zellkulturpassage stammen, oder bei primdren Zellkulturen, die von dem
gleichen Tier entnommen wurden. So werden grofere Variationen z. B. zwischen Passagen

nicht in die Berechnung des p-Wertes miteinbezogen.

2.2.7.2.7 Welch-t-Test
Der Welch-t-Test vergleicht ebenfalls nur zwei Gruppen, um differentiell exprimierte
Gene zu identifizieren. Zwar geht er von einer Normalverteilung der Daten aus, wie der

t-Test, allerdings benétigt dieser nicht die Gleichheit der Varianzen in beiden Gruppen.

2.2.7.2.8 Self-organizing maps (SOM-Analyse)

Mit Hilfe der Self-organizing maps ist es moglich eine Vielzahl an Genen aufgrund ihres
Expressionsprofils zu ordnen. Diese Methode kann sowohl mit den Relativdaten, d. h. auf
die entsprechenden Kontrollen normalisiert, als auch mit den Absolutdaten erfolgen. Am
besten eignete sich entweder das euklidische oder 'positive correlation' Distanzmal3. Bei
Ersterem werden die Daten zu einer Gruppe geordnet, die sich im Verlauf des Profils und
der Richtung der Deregulation dhneln. Unter Verwendung der zweiten Methode werden
auch dhnliche Profile in einer Gruppe zusammengestellt, allerdings ohne Beriicksichtigung

der absoluten Deregulationsrichtung.

2.2.7.2.9 Hierarchical 'Clustering'

In dieser Analyse werden die Expressionsprofile der Gene beziiglich ihrer Ahnlichkeit
angeordnet. Diese Methode, die mittels verschiedener Algorithmen berechnet werden
kann, z. B. 'nearest neighbour method' oder 'average-linkage clustering', beruht auf einem
iterativen Verfahren. Die Berechnung der 'cluster' beginnt zunéchst mit zwei Genen, deren
Expressionsprofil sehr dhnlich ist. Zu diesem 'cluster’ werden dann die nachfolgenden
Gene zugeordnet, bis durch eine stetige Umverteilung alle Gene vollstdndig zugeordnet
sind (Quackenbusch, 2001). In dieser Arbeit wurden stets die Relativdaten zur Darstellung
der Gene im 'cluster' verwendet, welches die hochregulierten Daten in rot und die

herunterregulierten Daten in griin darstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der in-vivo-Studien mit den Nephrokarzinogenen

Fir die in-vivo-Versuche wurden méannliche 6-7 Wochen alte Wistar-Ratten mit
Aristolochiasdure (9,6 mg/kg KG/d), Kaliumbromat (30, 60 und 90 mg/kg KG/d) und N-
Nitrosomorpholin (12 mg/kg KG/d) fiir 3, 7 und 14 Tage behandelt. Ochratoxin A (3
mg/kg KG/d) wurde Tieren mit einem Gewicht von ca. 200 g fiir 1, 3 und 7 Tage
verabreicht. Fiir die Studie mit 2-Nitrofluoren (44 mg/kg KG/d) wurden 8-12 Wochen alte

ménnliche Ratten bis hin zu 14 Tage mit dem Nierenkarzinogen behandelt.

3.1.1 Histopathologie

Nach der Behandlung mit den verschiedenen Nephrokarzinogenen wurden von den
Rattennnieren Gewebeschnitte angefertigt und angeférbt. Die Befundung erfolgte durch
Fr. Dr. Bach und Fr. Dr. Hartmann. Fiir jeden Dosis-Zeitpunkt wurden drei oder fiinf
Replikate verwendet (s. 2.2.1).

Bei den Ratten, die mit 12 mg/kg KG/d N-Nitrosomorpholin (NNM) behandelt wurden,
konnten zu keinem Zeitpunkt, d. h. an Tag 3, 7 und 14, Verdnderungen in der Niere
festgestellt werden.

Im Gegensatz dazu war nach 7- und 14-tdgiger Gabe von 9,6 mgkg KG/d
Aristolochiasdure (AA) eine hiufige und zum Teil auch stirker ausgeprégte interstitielle
Infiltration mit mononukleédren Zellen nachweisbar (Abb. 9 C, D und E).

Die Applikation von 30 mgkg KG/d Kaliumbromat (KBrOs;) resultierte in einer
Schwellung der Epithelzellen des proximalen Tubulus bei einem Tier nach 7-maliger Gabe
und bei vier von fiinf Tieren nach 14-maliger Gabe (Abb. 9 B). Die betroffenen
Nierenkandlchen fielen durch eine stirkere Eosinophilie auf. Ihr Zytoplasma wirkte
aufgelockert und enthielt vereinzelt Proteineinschliisse.

Die Applikation von 60 und 90 mg/kg KG/d zeigte dhnliche unspezifische Resultate. Eine
sehr geringgradige (Grad 1) Schwellung der proximalen Tubuli war bei drei von fiinf
Tieren nach 7-maliger Gabe von 90 mg/kg KG zu erkennen. Die Dosierung von 60 mg/kg
KG Kaliumbromat war zu diesem Untersuchungszeitpunkt ohne Befunde. Nach
14-maliger Gabe von 60 oder 90 mg/kg KG lag eine Tubulusschwellung bei allen Ratten
vor. Der Schweregrad variierte zwischen Grad 1 und Grad 2. Die betroffenen Nieren-
kanilchen fielen ebenfalls durch eine etwas stirkere Eosinophilie auf. Thr Zytoplasma
wirkte aufgelockert und enthielt vereinzelt winzige Proteineinschliisse oder Vakuolen.

Dieser Minimalbefund wurde als adaptiver und nicht als adverser Effekt beurteilt.
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Abb. 9: Himatoxylin- und Eosinfirbung von Gewebeschnitten aus Nieren von Ratten, die mit
verschiedenen Nephrokarzinogenen behandelt wurden

A) zeigt einen Gewebeausschnitt aus der Niere eines Kontrolltiers. B) zeigt die Niere nach 14-tagiger
Behandlung mit Kaliumbromat (KBrO;). Eine deutliche Schwellung der Tubuli ist zu erkennen.
C) lasst die Einwanderung von mononukledren Zellen nach der Applikation von Aristolochiasdure
(AA) nach 14 Tagen erkennen. D) zeigt den in C) markierten Ausschnitt vergroBert. E) zeigt ebenfalls
die Infiltration von Zellen in einem weiteren Tier nach 14-tigiger Behandlung mit AA.
F) Gewebeschnitt aus der Niere eines Kontrolltieres zu den mit OTA behandelten Tieren. G) zeigt
beispielhaft die verstirkt auftretenden Nekrosen (mit einem Pfeil markiert) und das Vorkommen von
pleiomorphen Zellkernen (mit einem Kreis markiert), die auf eine verstarkte Aktivitit nach 7-tagiger
OTA-Behandlung schlieen lassen (G = Glomerulum; T = Tubulus). Bild C wurde mit einer
10-fachen Vergroferung aufgenommen, alle anderen Bilder mit einer 25-fachen VergroBerung.
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Da die Proben mit der Verabreichung von 44 mg/kg KG/d 2-Nitrofluoren (2NF) fiir 3, 7
und 14 Tage aus einer Studie zur Lebertoxizitit stammten, gab es keine
histopathologischen Untersuchungen der Niere.

Nach eintdgiger Applikation von 3 mg/kg KG/d Ochratoxin A (OTA) waren kaum
Verdnderungen in der Niere festzustellen. Hingegen waren nach drei Tagen
Einzelzellnekrosen (unilateral) des Grades 1-2 und Ubergangszell-Hyperplasien Grad 1 zu
sehen. Weitere Verdnderungen zeigten sich zum spdteren Zeitpunkt (Abb. 9 G) und
resultierten in mittelgradigen tubuldren Nekrosen im Kortex. Auflerdem wurde eine
vermehrte Anzahl von Mitosen in den kortikalen Tubuli festgestellt. Des Weiteren zeigten
sich vergroBerte Nuklei in den kortikalen Tubuli wie auch basophile Tubuli mit

inflammatorischer Infiltration.

3.1.2 Vergleich der Genexpressionsprofile genotoxischer Nephrokarzinogene

3.1.2.1 Qualitiitsiiberpiifung und statistische Analyse

Die Analyse der Microarray-Daten wurde mit Hilfe der Software 'Expressionist Analyst'
[GeneData AG, Basel, Schweiz] durchgefiihrt.

Um zunichst einen Uberblick iiber die Qualitit der Expressionsdaten zu erhalten und die
Qualitdt der Microarrays miteinander vergleichen zu koénnen, wurden alle Microarray-
Datensdtze, die zu einem Experiment gehérten, in einem Box Plot nebeneinander
dargestellt. Da die Mitte der 'Box' dem Medianwert der Datenverteilung entspricht, konnte
so die Qualitét aller Microarrays iiberpriift werden, und erste Ausreifler aufgrund dieser
erkannt werden. In Abb. 10 ist beispielhaft zu einem Datensatz das Ergebnis der Box-Plot-
Analyse gezeigt. In dieser Analyse werden die Gene miteinbezogen, die gemifl des
MASS5-Algorithmus als 'present' bezeichnet werden (p = 0,04).

Um einen ersten Uberblick iiber die Verteilung der Daten zu erlangen, eignet sich eine
Hauptkomponentenanalyse (PCA). In dieser Analyse werden die verschiedenen Proben als
Kugeln dargestellt und in Abhédngigkeit zu ihrem Genexpressionsprofil im
dreidimensionalen Raum verteilt. Mittels der PCA ist es moglich, ohne jegliche statistische
Analysen eine zeit- oder dosisabhingige Wirkung zu erkennen. Fiir die genotoxischen
Nephrokarzinogene ist beispielhaft eine PCA von Proben aus den Nieren der mit
Aristolochiasédure behandelten Ratten dargestellt (Abb. 11). Des Weiteren konnten
Ausreifler sehr schnell im Vergleich zu den anderen Proben dargestellt werden, da alle
Experimente gleichzeitig in einer Graphik abgebildet wurden und ein vollkommen anderes
Expressionsprofil einer Probe zu einer raumlichen Separierung von den iibrigen Proben
fiihrt.
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Experiment Groups
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Abb. 10: Box-Plot-Analyse

Der Box Plot, hier beispielhaft aus der Studie mit NNM, AA und KBrO; (abgekiirzt als KB), ist bei
einem p-Wert von 0,04 gezeigt, der alle 'present' Gene gemifl des MAS5-Algorithmus einschlief3t. Fiir
die Genexpressionsanalysen in vivo wurde der RAE230A GeneChip® verwendet und die
Expressionswerte wurden auf eine mittlere Targetintensitidt (TGT) von 100 eingestellt. Man kann gut
erkennen, dass alle Microarray-Daten qualitativ sehr dhnlich sind (Ctrl = Kontrolle; d = Tag).

Experiment Groups
O oti_dz
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W 2s_d14

omp. 3

Abb. 11: PCA am Beispiel der Aristolochiasfiure

Die PCA, in der jede Kugel dem Expressionsdatensatz einer Probe entspricht, zeigt die zeitabhéngige
Separierung der verschiedenen Proben unter Verwendung der sog. 'present' Gene (p = 0,04). Als
Kugeln in verschiedenen Griintonen sind die Kontrollen (Ctrl) zu den angegebenen Zeitpunkten
(d = Tag) dargestellt und in verschiedenen Pinkténen die mit Aristolochiasdure (AA) behandelten
Proben, ebenfalls zu den entsprechenden Zeitpunkten.

Als néchstes wurden verschiedene statistische Methoden durchgefiihrt, um die signifikant
deregulierten Gene zwischen den entsprechenden Kontrollen und den behandelten Proben
zu identifizieren. Im Fall der genotoxischen Nephrokarzinogene wurde jeweils ein N-Way
ANOVA mit einem p-Wert von 107 fiir die Faktoren Behandlung und Zeit, und ein t-Test
pro Zeitpunkt mit p = 10~ durchgefiihrt. Durch das N-Way ANOVA kénnen Unterschiede
zwischen einer Reihe von Proben beziiglich mehrerer Parameter statistisch erfasst werden,
da diese Methode iiberpriift, ob die Varianz zwischen den Gruppen groBer ist als die
Varianz innerhalb der Gruppen, jeweils beziiglich eines bestimmten Parameters. Der t-Test
hingegen dient zur Identifikation differentiell exprimierter Gene zwischen 2 Gruppen von
Datensédtzen, z. B. Gruppen von biologischen Replikaten behandelter und unbehandelter
Tiere.

Nach der Vereinigung beider Gruppen, die aus den statistischen Tests resultierten, wurden

nur die Gene selektiert, die > 1.7 x zur Kontrolle dereguliert waren, d. h. hoch- oder
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herunterreguliert, und eine Intensitit > 20 besalen, da die Gene in dem unteren Bereich
mit einer Intensitdt < 20 meist sehr variable Expressionsprofile besitzen. Daraus ergaben
sich fiir die genotoxischen Nephrokarzinogene folgende Gengruppen: Fiir NNM wurden
32 Gene, fiir AA 117 Gene und fiir 2NF 137 Gene als statistisch signifikant unter den
genannten Bedingungen selektiert. Die Vereinigungsmenge aus allen Gengruppen der
genotoxischen Nephrokarzinogene ergab 247 Gene. Die entsprechenden Genlisten mit den
Expressiondaten, der in der Diskussion aufgegriffenen Gene, befinden sich im Anhang.
Um aus den identifizierten Genen eine Information zum Mechanismus der
Substanzwirkungen zu bekommen, wurde zuerst eine Kategorisierung im Hinblick auf die
biochemische und zelluldre Funktion der Gene bzw. der Proteine, fiir die die deregulierten
Gene kodieren, durchgefiihrt. Dafiir wurden auf Informationen aus verschiedenen
Datenbanken, wie SwissProt, Proteome, PubMed und NettAffx von Affymetrix
zuriickgegriffen. Das heifit, dass in den folgenden Abschnitten der Begriff Gen im
Normalfall, fiir das Protein, das durch das jeweilige Gen kodiert wird, steht. Die
Vorgehensweise ist im Folgenden an einem Beispiel verdeutlicht: 'Cyclin-dependent
kinase inhibitor 1A' (p27) wurde aufgrund der in den Datenbanken verfiigbaren
Informationen den folgenden biochemischen Kategorien mit der entsprechenden Sub-
Kategorie zugeordnet: Regulation von Proliferation — Checkpoint, Zellzyklus/Proliferation
- Cdk Inhibitoren, Oxidativer Stress — DNA-Schddigung. Dieses Gen war nach den
genotoxischen Nephrokarzinogenen in der Niere hochreguliert. Da p2] zu den p53-
Zielgenen gehort und bekannt ist, dass der Tumorsuppressor und Transkriptionsfaktor p53
nach DNA-Schédigung induziert wird, wurde p2] anschlieBend zu der toxikologischen
Kategorie Oxidativer Stress/DNA-Schddigung geordnet. Das heiflt, dass zunichst die
biochemische Funktion bestimmt wurde und anschliefend unter Beriicksichtigung der
Richtung der Regulation (hoch- oder herunterreguliert) in den behandelten Proben versucht
wurde, die Folge fiir die Niere bzw. das Nierengewebe aufgrund entsprechender

Veridnderung der Expression des Gens zu eruieren.

3.1.2.2 Mechanistische Analyse der genotoxischen Nephrokarzinogene

Allgemein konnte man feststellen, dass die Analyse der Studie mit NNM nur sehr wenige
Gene bei dem gleichem cut-off, der auch bei der Analyse der anderen Nephrokarzinogenen
verwendet worden war, ergab. Dies steht im Einklang mit den histopathologischen
Befunden, da dort ebenfalls keine Verdnderungen der Niere zu sehen waren. Um alle
genotoxischen Nephrokarzinogene miteinander vergleichen und Gemeinsamkeiten und
Unterschiede nebeneinander darstellen zu konnen, wurde ein hierarchisches 'Clustering'

gewihlt.
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Abb. 12: Hierarchisches 'Cluster' mit den in vivo verwendeten Nephrokarzinogenen

Dieses 'Cluster' zeigt die auf die entsprechenden Kontrollen normalisierten Genexpressionsdaten. Rot
bedeutet hochreguliert und griin bedeutet herunterreguliert in Bezug zur Kontrolle. Die
Expressionsprofile sind in aufsteigender Reihenfolge der Zeitpunkte Tag 3, 7 und 14 (d = Tag) fiir
folgende Nephrokarzinogene von links nach rechts dargestellt: 2NF, AA, NNM, KBrO; (KB)
(30 mg/kg KG/d), KBrO; (60 mg/kg KG/d) und KBrOs (90 mg/kg KG/d). Fiir das 'Cluster’ wurden
alle Gengruppen der gezeigten Nephrokarzinogene zusammengefasst. Dies resultierte in 318 Genen.

Anhand dieses 'Clusters' (Abb. 12) fielen bestimmte Bereiche mit Genen auf, die durch die
verschiedenen Nephrokarzinogene gemeinsam induziert oder herunterreguliert wurden
oder aber auch eine gegensitzliche Deregulierung erkennen lieBen, die im Folgenden
erlautert werden. Die Vergleichbarkeit wird anhand der wichtigsten toxikologischen
Kategorien, die bei der Analyse der genotoxischen Nephrokarzinogene auftraten,
dargelegt, indem die dazugehorigen biochemischen Kategorien/Funktionen kursiv und die
toxikologischen Kategorien kursiv und fett gedruckt sind. Zuerst werden die Kategorien
beschrieben, die hochregulierte Gene beinhalteten, anschlieend diejenigen, in denen die
herunterregulierten Gene zusammengefasst wurden. Auf einzelne Gene aus den
verschiedenen Kategorien wird anschlieend in der Diskussion eingegangen.

Im oberen Teil des 'Clusters' zeigten sich einige hochregulierte Gene, die in oxidativem
Stress, DNA-Metabolismus und der Regulation der Proliferation eine Rolle spielten.

Darunter waren einige p53-Zielgene, wie z. B. p21 und Cyclin G1 (CCNG1I).
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Diese Gene waren durch NNM nur zum Teil, aber durch 2NF und AA deutlich induziert
worden und wurden in der toxikologischen Kategorie Oxidativer Stress/DNA-Schiidigung
zusammengefasst. Gene, die im Proteinmetabolismus eine Rolle spielen und schon zu
einem frilhen Zeitpunkt stark induziert wurden, stellten die toxikologischen Kategorie
Oxidativer Stress/Proteinschidigung dar. Einige Gene wurden in der toxikologischen
Kategorie Oxidativer Stress/Detoxifizierung vereint, da sie in Prozessen wie
Biotransformation und GSH-Metabolismus involviert waren, von denen bekannt ist, dass

sie als gegenregulatorische Maflnahme bei oxidativen Stress eine Rolle spielen.

Herunterregulation - Lipidi i | —
DNA " - . 7_|
Vermehrter nukledrer Tranport 7:|
Adaptive Antwort - Hemmung d. Proliferation [

Regeneration 7:|
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Abb. 13: Verteilung der Gene in den toxikologischen Kategorien

Nach der Analyse der Microarray-Daten, der mit den genotoxischen Nephrokarzinogenen 2NF, AA
und NNM behandelten ménnlichen Wistar-Ratten, wurden die Gene hinsichtlich ihrer biochemischen
Funktion kategorisiert. Unter Beriicksichtigung der Deregulationsrichtung wurden sie in sog.
toxikologische Kategorien eingeteilt, die die zelluldren und organhomdostasebetreffenden Folgen fiir
das Nierengewebe wiedergeben sollen. Dargestellt sind die toxikologischen Kategorien, die mehr als
zwei Gene enthalten. NNM erzeugte insgesamt wenige Verdnderungen der Expression im
Nierengewebe. Einige Gene, die zu oxidativem Stress, oxidativem Stress/DNA- oder
Proteinschadigung und Detoxifizierung geordnet wurden, wurden sowohl nach Applikation von 2NF
als auch AA induziert. Auffillig zeigten sich die Gene, die als RNA-Schidigung zusammengefasst
wurden und nur nach 2NF induziert waren, sowie die Inflammationsgene, die fast ausschlieBlich nach
der Behandlung mit AA induziert waren.

Weitere Gene, die fiir die Metabolisierung von Substanzen wichtig sind, wurden in der
Kategorie Detoxifizierung zusammengefasst. Eine weitere Kategorie bildeten Gene, die

als Signal des Uberlebens und der Proliferation der Zellen angesehen werden konnen.
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Darunter fielen Gene, die fiir die Regulation der Proliferation, aber auch z. B. fiir den
Metabolismus von Nukleotiden und Nukleosiden von Bedeutung sind. Ein mehr oder
weniger stark verdndertes Expressionsprofil zeigten Gene, die im Zytoskelett oder der
Zelladhdsion eine Rolle spielen, welche zusammenfassend in der Kategorie
Gewebeorganisation vereint wurden. Auflerdem zeigten noch einige Gene, die als
allgemeiner Stress und Signaltransduktion bezeichnet wurden, eine Induktion in
mindestens einem Dosis-Zeitpunkt. Bei diesen war das 'Kidney-injury molecule 1'
(KIM-1), das in die Kategorie allgemeiner Stress eingeordnet wurde, in den Nieren von
2NF und AA behandelten Ratten stark induziert.

Durch 2NF wurde eine Reihe von Genen induziert, die im oberen Drittel der Abb.12 ganz
links zu sehen sind, und welche hauptsichlich in Uberleben/Proliferation,
DNA-Replikation/Zellzyklusprogression/Zellteilung, RNA-Schidigung und in der
Gewebeorganisation eine Rolle spielen. Hingegen wurden hauptsichlich an Tag 14 durch
AA Gene induziert, die in Inflammation involviert sind, d. h. mit der Immunabwehr in
Verbindung stehen. Diese Induktion der Gene bestitigte die in der Histopathologie
beobachtete Einwanderung von mononukledren Zellen. Diese Gene sind in der Abb. 12
unten links durch eine Klammer gekennzeichnet.

Neben den hochregulierten Genen, gab es auch einige Gene, die aufgrund der Behandlung
mit den Nephrokarzinogenen in Bezug zur Kontrolle herunterreguliert waren. Darunter
waren hauptséchlich Gene, die mit biochemischen Funktionen wie Membrantransport,
Zelladhdsion und Zytoskelett, aber auch mit allgemeinen metabolischen Prozessen der
Zelle wie Lipid- und Aminosduremetabolismus assoziiert waren. Dies konnte eine
unspezifische Antwort nach Behandlung mit einem Toxin sein. Die Verteilung aller
toxikologischen Kategorien, die mehr als zwei Gene enthielten, ist auch in der Abb. 13 zu
sehen. Die auffilligsten Kategorien sind durch eine Umkreisung gekennzeichnet.

Da in dem dargestellten 'Cluster' nicht nur die genotoxischen Nephrokarzinogene
abgebildet sind, sondern auch die Proben der Nieren von den mit Kaliumbromat
behandelten Tieren, kann man deutlich noch ein weiteres 'Cluster’ erkennen, dass in allen
Proben der Studie, in der parallel Tiere mit AA, NNM und KBrO; (30 mg/kg KG/d)
behandelt wurden, auftrat. Diese Gene wurden fiir den weiteren Verlauf der Arbeit als
studienspezifische Effekte bezeichnet, da sie nur in dieser Studie induziert wurden und mit
dem allgemeinen Zustand der Tiere in Verbindung stehen kdnnten, und von den anderen
durch die Nephrokarzinogene selbst deregulierten Gene separiert. Auffallig bei den Genen
dieser Gruppe war, dass die meisten mit der Regulation von Genexpression assoziiert
waren, d. h. es waren viele Transkriptionsfaktoren darunter. Weitere vereinzelte Gene
konnten den biochemischen Kategorien wie Zytoskelett, Proteinmetabolismus und

Signaltransduktion zugeordnet werden.
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3.1.2.3 Mechanistische Analyse genotoxischer Marker-Gene in verschiedenen
Geweben am Beispiel von 2NF

Das 2-Nitrofluoren kann als Modellsubstanz der sog. Nitroarene bezeichnet werden. Es
wird sowohl als genotoxisches Nephrokarzinogen als auch als genotoxisches
Hepatokarzinogen beschrieben. Daher wurden den Ratten, denen wie oben beschrieben
44 mg/kg KG/d 2NF bis zu 14 Tage lang verabreicht worden war, nicht nur die Nieren,
sondern auch die Leber und das Herz entnommen. Zusitzlich zur Niere, deren Analyse
oben bereits beschrieben wurde, wurden ebenfalls die Leber und das Herz zu den
entsprechenden Zeitpunkten mittels Microarrays untersucht und miteinander verglichen.
Dadurch sollte herausgefunden werden, ob Gemeinsamkeiten beziiglich der Gene oder
bestimmter Signalwege in den Organen vorliegen, in denen nach Behandlung mit 2NF
Tumoren entstehen. Das Herz sollte somit als Nicht-Zielorgan dienen und keine
spezifischen Verdnderungen in der Genexpression zeigen.

Die statistische Analyse zur Selektion differentiell deregulierter Gene erfolgte fiir die
Niere und die Leber separat, unter Verwendung folgender Tests fiir die Niere: T-Test mit
p =107 und ein N-Way ANOVA mit p = 10, 1,7-facher Deregulation und alle Gene mit
einer Intensitidt > 20. Die Analyse der Leber erfolgte dhnlich, allerdings wurden fiir den
Vergleich nur die drei toxikologischen Kategorien oxidativer Stress, oxidativer
Stress/DNA-Schiidigung und Uberleben/Proliferation aus einer in-vivo-Studie, die sich mit
Leberkarzinogenen befasste, verwendet (Ellinger et al., 2004, 2005). In einem
hierarchischen 'Cluster' (Abb. 14) wurden dann die in der Niere als statistisch signifikant
deregulierten Gene mit den Microarray-Datensdtzen der Leber und des Herzens
verglichen. Umgekehrt wurden die Gene der oben genannten toxikologischen Kategorien,
die aufgrund von Microarray-Datensitzen der Leber generiert wurden, mit den
Microarray-Datensdtzen der Niere und des Herzens verglichen (Abb. 14). In beiden Fillen
konnte man gut erkennen, dass im Herz so gut wie keine Verdnderung der Genexpression
stattgefunden hat. Die in der Leber oder Niere entsprechend hoch- oder herunterregulierten
Gene zeigten keine entsprechende Deregulation in den Herz-Proben. Im Gegensatz dazu
weisen Niere und Leber mit beiden Gengruppen Gemeinsamkeiten im Expressionsprofil
auf. So wurden Gene wie z. B. p2/ und CCNGI, die in oxidativem Stress/DNA-
Schédigung eine Rolle spielen, in beiden Organen induziert. Aber auch Gene, die mit
oxidativem Stress und Uberleben/Proliferation assoziiert sind, waren in beiden Organen
dereguliert. Dies spricht daflir, dass durch genotoxische Karzinogene in den
unterschiedlichen Zielgeweben dhnliche Vorgédnge ablaufen, was letztlich zur Aufklarung

der frithen Effekte von Karzinogenen beitragen konnte.
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Abb. 14: Vergleich der Genexpression nach Behandlung mit 2NF in verschiedenen Geweben
Dargestellt sind zwei hierarchische 'Cluster', wobei der Mittelwert der drei Replikate auf den
Mittelwert der drei Kontrollen normalisiert wurde. Herunterregulierte Gene sind griin und
hochregulierte Gene rot gekennzeichnet. In beiden 'Clustern' sind die jeweiligen Zeitpunkte in
aufsteigender Reihenfolge gezeigt, d. h. Tag 3, 7 und 14 fiir die Niere, Tag 3 und 7 fiir die Leber und
Tag 3, 7 und 14 fiir das Herz. Das linke 'Cluster' zeigt die Gene, die nach statistischer Analyse in der
Niere nach 2NF-Behandlung dereguliert waren und das rechte 'Cluster' zeigt die Gene, die in der
Leber nach 2NF-Behandlung verdndert waren. In beiden Darstellungen sind vergleichbare
Verdnderungen auf Genexpressionsebene in der Leber und der Niere, nicht aber im Herzen zu sehen.
(d = Tag; L = Leber; HRT = Herz)

3.1.2.4 Mechanistische Analyse von nicht-genotoxischen Nephrokarzinogenen

In dieser Arbeit wurden Ochratoxin A (OTA) und Kaliumbromat (KBrOs) als nicht-
genotoxische Nephrokarzinogene verwendet. Die Applikation von sowohl 30 mg/kg KG/d
als auch 60 mg/kg KG/d und 90 mg/kg KG/d Kaliumbromat fiir je 3, 7 und 14 Tage
zeigten im Vergleich zu OTA nur sehr wenige Verdnderungen in der Genexpression. Die
statistische Analyse wurde fiir jede Dosisgruppe separat durchgefiihrt und ist in einem

Flussdiagramm (Abb. 15) dargestellt.
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N-Way ANOVA; p = 1073; t-Test; p=1073;
Faktoren: Dosis und Zeit pro Dosis/Zeitpunkt

T

‘ Selektion der Gene mit 1.7 x Deregulation pro Dosis/Zeitpunkt ‘

i

‘ Eliminierung aller Gene mit einer Intensitat < 20 ‘

l

Vereinigung der Gengruppen der drei
Dosisgruppen fiir KBrO,; = 102 Gene

l

Ausschluss der studienspezifischen Gene =
77 Gene

l

Ausschluss von 8 weiteren Genen mit sehr
variablem Profil = 69 Gene

Abb. 15: Schematische Darstellung der Selektion der durch KBrO; verinderten Gene

Unter diesen 69 Genen waren allerdings nur vereinzelt Gene in bestimmte Signalwege
involviert, so dass keine spezifische Zuordnung erfolgen konnte. Diese unspezifischen
Expressionsidnderungen stehen im Einklang mit den unspezifischen Verdnderungen, die in
den histopathologischen Gewebeschnitten zu sehen waren.

Im Gegensatz dazu verursachte OTA sehr zahlreiche und deutliche Verdnderungen (Abb.
17). Fiir die statistische Analyse wurden deshalb stringentere Auswahlkriterien gewéhlt,
um die Anzahl der deregulierten Gene und die Zahl an Falsch-Positiven zu reduzieren. Als
statistische Methode wurde ein N-Way ANOVA mit einem p-Wert von 10 gewihlt,
wobei anschliefend nur die Gene selektiert wurden, die > 2-fach dereguliert waren und
eine Intensitdt > 20 besallen. Zuletzt wurden noch alle Gene, die komplett unbekannt
waren, von der weiteren Auswertung ausgeschlossen. Daraus ergaben sich 1055 Gene, die
durch OTA unter den oben genannten Kriterien dereguliert waren.

Aufgrund der grolen Unterschiede in der Zahl der deregulierten Gene konnte ein direkter
Vergleich zwischen beiden nicht-genotoxischen Nephrokarzinogenen nicht als sinnvoll
angesehen werden (Abb. 16). OTA verdnderte sehr viele Gene und verursachte sehr
spezifische Verdnderungen in der Niere, wohingegen KBrO; nur sehr wenige

Verénderungen erkennen lief3.
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Abb. 16: Vergleich zwischen den nicht-genotoxischen Nephrokarzinogenen OTA und KBrO;
Gezeigt sind die 1123 Gene, die mindestens von einer Substanz signifikant dereguliert wurden, unter
dem im Text genannten cut-off. Von links nach rechts sind die Substanzgruppen in aufsteigender
Reihenfolge der Zeitpunkte (d = Tag), normalisiert zur entsprechenden Zeitpunkt-Kontrolle,
dargestellt, d. h. links aulen sieht man das Genexpressionsprofil von Ochratoxin A (OTA) gefolgt von
den verschiedenen Dosisgruppen des Kaliumbromats (KB = KBrOs).

Um die vielen Gene, die nach OTA verandert worden waren, schneller in charakteristische
Expressionsprofile einordnen zu kénnen, wurde eine SOM-Analyse unter Verwendung der
Relativdaten, d. h. auf den Mittelwert der Kontrollen normalisiert, und einem euklidischen
Distanzmal3 durchgefiihrt. In dieser Analyse wurden die verschiedenen Gene aufgrund
ihres Expressionsprofil sortiert, d. h. hochregulierte Gene mit einem &hnlichen Profil iiber
die Zeit wurden in die gleiche Gruppe geordnet, ebenso wurde mit den herunterregulierten
Genen verfahren. Danach wurden die Gene wie schon in Kapitel 3.1.2.1 beschrieben in
biochemische Kategorien und Subkategorien eingeteilt und wiederum zuletzt in sog.
toxikologischen Kategorien zusammengefasst, die im Hinblick auf Funktion und Richtung
der Deregulation die Folge fiir die Niere beschreiben sollten. Die wichtigsten
toxikologischen Kategorien (fett, kursiv) und die darin am hédufigsten enthaltenen
biochemischen Kategorien (kursiv) werden im folgenden Abschnitt aufgelistet. Einzelne
Gene werden dann in der Diskussion beschrieben (Genliste siche Anhang).

Die wichtigsten toxikologischen Kategorien, die an Tag 1 und 3 induzierte Gene
enthielten, waren mit Stress, oxidativem Stress, Gewebeorganisation, Inflammation und
Energielieferung fiir Anabolismus und vereinzelt mit Signaltransduktion, Proliferation
und metabolischen Prozessen assoziiert. Zur Kategorie allgemeiner Stress wurden
hauptséchlich 'Tmmediate early response’ Gene und auch einige Gene, die sofort an Tag 1
stark induziert wurden, zugeordnet. Unter oxidativem Stress wurden Gene
zusammengefasst, die auf oxidative Schiddigungen der DNA und der Proteine schlieen
lassen und in biochemischen Funktionen wie z. B. Regulation von Proliferation,

Proteinmetabolismus, DNA-Metabolismus und Oxidativem Stress eine Rolle spielen. Die
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Kategorie Gewebeorganisation wurde zum grofiten Teil von Genen représentiert, die mit
dem Zytoskelett und der Zelladhdsion/Migration assoziiert sind. Gene, die in der
Immunabwehr wichtig sind, wurden entsprechend dem Oberbegriff Inflammation
zugeordnet, wenn sie nach OTA induziert wurden. Viele Gene wiesen ein
Expressionsprofil auf, das erst an oder bis hin zu Tag 7 anstieg. Gene mit diesem Profil
waren hauptsdchlich in biochemische Kategorien wie DNA- und RNA-Metabolismus,
Zellzyklus/Proliferation,  Signalkaskaden, Apoptose, Differenzierung/Organogenese,
Proteinmetabolismus, Zytoskelett und Zelladhdsion/migration involviert. In den folgenden
toxikologische Kategorien wurden diese verschiedenen biochemischen Kategorien
hinsichtlich ihres Expressionsprofil zusammengefasst: Signaltransduktion, DNA-
Replikation/Zellzyklusprogression und Zellteilung, Uberleben/Proliferation, Gewebe-
organisation und Regeneration, wobei alle in dieser spiten Phase hochregulierten Gene
bzw. deren Folge als regenerative Prozesse bezeichnet werden koénnten, die der

Schidigung des Nierengewebes entgegenwirken.

A d1 d3 d7 B
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Abb. 17: Genexpressionsanalyse des Nephrokarzinogens Ochratoxin A (OTA)

A) zeigt das hierarchische 'Cluster' der 1055 Gene, die nach der statistischen Analyse in der
Rattenniere durch OTA verdndert waren. Die Zeitpunkte sind in aufsteigender Reihenfolge gezeigt
(d = Tag). B) zeigt die Auftrennung nach Genexpressionsprofilen in einer PCA. Eine zeitabhingige
Verdnderung der Genexpression ist deutlich zu erkennen.

Die herunterregulierten Gene wurden in dem Oberbegriff Dedifferenzierung
zusammengefasst, da viele Gene unterschiedlicher biochemischer Funktionen, darunter
viele metabolische Prozesse und nierenspezifische Membrantransportprozesse, betroffen
waren, und die Zellen ihre differenzierte Form und Funktionalitit aufgrund der Wirkung
von OTA verloren hatten. Wichtige biochemische Kategorien, die Gene enthielten, die
durch OTA herunterreguliert wurden, waren Signalkaskaden, Membrantransport,
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mitochondriale und ribosomale Gene, Protein-, Lipid-, und Aminsosduremetabolismus und
Biotransformation. Unter den herunterregulierten Genen befanden sich demnach wichtige
metabolische Funktionen, die flir die Aufrechterhaltung des lonengleichgewichts und
anderen funktionellen Aufgaben der Niere eine Rolle spielen. Durch die
Herunterregulation einer Reihe dieser Gene wird die normale urspriingliche Funktionalitét

der Niere eingeschriankt, was auch durch die Befunde der Histopathologie bestétigt wird.

3.2 In-vitro-Modelle der Niere

Aus ethischen Griinden und aus Kosten- und Zeitersparnisgriinden wire die Entwicklung
aussagekriftiger in-vitro-Modelle wiinschenswert. Neben den vielen in der Literatur
beschriebenen in-vitro-Modellen fiir die Niere, wie Gewebeschnitte, Nephronsegmente
und isolierte Tubuli, haben sich primédre Zellkulturen und permanente Zelllinien als sehr
niitzlich erwiesen. In dieser Arbeit wurden als in-vitro-Modell fiir die Niere primére
proximale Tubuluszellen der Ratte (rPTCs) isoliert und auf Genexpressionsebene mit der
Rattenniere in vivo verglichen, um die Vergleichbarkeit des in-vitro-Modells relativ zu in
vivo aufzeigen zu konnen. Durch die Genexpressionsanalyse konnte eine umfassende

Charakterisierung des in-vitro-Modells vorgenommen werden.

3.2.1 Antikdérperfirbungen zur Charakterisierung der rPTCs

Um die eindeutige Identifizierung der aus der Niere der Ratte isolierten Zellen zu
gewihrleisten, wurde eine Antikorperfarbung der Zellen vorgenommen.

Die Immunfluoreszenzfirbung mittels des N-Cadherin-Antikorpers bestétigte, dass es sich
in der primdren Zellkultur um proximale Tubuluszellen der Ratte handelte, da das
Vorkommen von N-Cadherin in den proximalen Tubuli nachweislich bekannt ist und sich
auf diese beschréinkt (Prozialek et al., 2004). Somit kann es als charakteristisches Merkmal
der entsprechenden Zellen dienen. In Abb. 18 ist die Farbung der Zellmembran mit dem
Antikorper gut zu erkennen. Die dazu entsprechend mit Bisbenzimid angefarbten
Zellkerne sind ebenfalls dargestellt. Im Einklang dazu bestdtigen die gezeigten
Negativkontrollen (Abb. 18 D und H) ebenfalls die spezifische Markierung der Zellen in

der Monolayerschicht.
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Abb. 18: Immun-
fluoreszenzfirbung
der primiiren
proximalen Tubulus-
zellen aus der Ratte
Die Zellen wurden
mittels  eines  N-
Cadherin-Antikorpers
angefarbt. A), C), E)
und G) zeigen die
Anfirbung der Zell-
kerne mit Bisbenz-
imid der in den
rechten Bildern
gezeigten Areale der
Monolayerschicht.
Die entsprechenden
mit dem N-Cadherin-
Antikorper (1:500
verdiinnt) angefarbten
Ausschnitte sind in B)
und F) zu sehen. D)
und H) =zeigen die
zugehorigen Negativ-
kontrollen ohne N-
Cadherin-Antikorper.
Die ersten vier Bilder
wurden mit einem 10-

fach Objektiv
angefertigt, die
weiteren  vier  mit
einem 100-fach
Objektiv.

3.2.1.1 Zellzahlbestimmung

Wie in Abb. 19 zu sehen ist, konnte die mikroskopisch beobachtete Zunahme der Zellzahl
wihrend der Kultur iiber 12 Tage durch die Messungen mittels des Casy® I Cell Counters
bestitigt werden. Daflir wurden Zellen aus sechs perfundierten Nieren gewonnen, die aus
sechs verschiedenen Tieren stammten, und nach der Kultivierung in Collagen I

beschichteten 24-'well'-Platten zu den jeweiligen Zeitpunkten abgeldst und gezéhlt. Der

Seite 67



Ergebnisse

daraus errechnete Mittelwert und die dazugehorige Standardabweichung sind in der
Graphik dargestellt.

400

300 ok

200

Prozent %

100

0 T T T T T
2 4 6 8 10 12 14

Kultivierungsdauer (d)

Abb. 19: Zunahme der Zellzahl in Primérzellkulturen wihrend der Kultivierungsdauer
Die Zellzahl aus sechs Perfusionen von Rattennieren wurde gemittelt und als Mittelwert
+ Standardabweichung dargestellt. Unter Verwendung eines gepaarten zweiseitigen t-Tests konnte die

signifikante Erh6hung der Zellzahl gegeniiber Tag 5 bestimmt werden (* £ p < 0,05; ** 2 p <0,01;
d = Tag).

3.2.2 Vergleich zwischen rPTCs und der Rattenniere in vivo mittels Gen-
expressionsanalyse

Zur Charakterisierung des in-vitro-Modells wurden sechs verschiedene Zeitpunkte der
Zellkultur fiir die Hybridisierung der Microarrays verwendet, und jeweils vier Replikate
aus verschiedenen Perfusionen angefertigt. Um die differentiell exprimierten Gene
zwischen den in-vivo-Nierenkortexproben, ebenfalls vier Replikate, und den verschiedenen
Zellkulturzeitpunkten zu selektieren, wurde ein Welch-t-Test mit einem p-Wert von 0,0005
durchgefiihrt. Des Weiteren wurden nur die Gene selektiert, die eine Deregulierung > 3 in
der Kultur gegeniiber der Rattenniere in vivo besalen. AuBerdem wurden alle Gene
ausgeschlossen, bei denen die Expressionsintensitdt in mindestens einem Replikat < 20
lag. Diese Analyse ergab 1483 Gene, die differentiell in vitro im Vergleich zu in vivo
exprimiert waren. Unabhéngig von diesem ersten statistischen Test wurde zusitzlich ein
N-Way ANOVA bei einem p-Wert von 0,0005 zwischen Tag 5 und 14 durchgefiihrt. In
dieser Analyse wurden alle Gene, die > 2-fach dereguliert waren und wiederum eine
Intensitdt > 20 besaflen selektiert. Dadurch konnten 571 Gene identifiziert werden. Beide

Gengruppen wurden vereinigt unter Ausschluss vollig unbekannter Gene. Insgesamt
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resultierten daraus 1395 Gene, die in der Kultur der priméren Rattenzellen unterschiedlich
zu den Nierenkortexproben exprimiert waren. Die Gengruppe gliederte sich in
718 hochregulierte Gene und 677 herunterregulierte Gene. Die Verteilung der Proben
aufgrund ihres Expressionsprofils zeigte sich in der PCA (Abb. 20).

Tomp. 1
unbehandelte
Rattennieren

Experiment Groups
[ kidney_untreated_RAE2304 Comp. 2

us_ipTos 410 /
O a7 _PTCs
[ dz_iPTCs .h gy ©ds

W d10_PTCs ' C-L

W d12_PTCs @ ds8

W 14_FTCs d14 @d12

omp. 3

Abb. 20: Vergleich primirer proximaler Tubuluszellen der Ratte mit der Rattenniere

In der PCA sind die vier Replikate der Rattenniere in griin dargestellt. Alle vier Replikate, die zu
einem Kulturzeitpunkt der Primérzellkultur gehoren, zeigen die gleiche Rosa- bis Lilafarbung. Die
Zeitpunkte sind zusétzlich beschriftet (d = Tag). Eine deutliche Separierung aller Zeitpunkte in Kultur
von den Rattennieren in vivo ist zu erkennen.

Auffallend war, dass sich das Genexpressionsprofil zwar wahrend der Kultivierungsdauer
der Zellen verinderte, die Unterschiede zwischen den verschiedenen Proben der Zellkultur
und der Rattenniere in vivo aber deutlich groler waren. Die funktionelle Analyse der 1395
Gene erfolgte analog zu der bei den in-vivo-Versuchen beschriebenen Kategorisierung der
Gene. Allerdings wurden in dieser Studie keine toxikologischen Kategorien erstellt, da es
sich um unbehandelte primédre Zellen handelte. Um die Fiille der Gene etwas
iibersichtlicher zu gestalten, wurden fiir die verschiedenen biochemischen Kategorien
iibergeordnete Kategorien erstellt. Diese iibergeordneten Kategorien dienen der
Interpretation der Deregulation der Gene in dieser Studie. Des Weiteren wurde versucht,
die Folgen der Deregulierung dieser Kategorien fiir dieses Zellsystem zu eruieren. Auch
bei den in-vitro-Versuchen und deren Genexpressionsanalyse steht der Begriff Gene, wenn
er im Zusammenhang mit der Kategorisierung auftritt, fiir die Proteine, die durch die Gene
kodiert werden und in bestimmten Stoffwechselwegen involviert sind.

Da der Metabolismus eine wichtige Eigenschaft differenzierter Nierenzellen darstellt,
konnte die Herunterregulation der Gene, die metabolische Enzyme kodieren, eine
Dedifterenzierung in vitro und den Verlust der entsprechenden metabolischen Aktivitdten
bedeuten. Im Folgenden sind alle iibergeordneten Kategorien (fett, kursiv) und ihre
entsprechenden biochemischen Kategorien (kursiv) kurz beschrieben. Die Interpretation

auf Gen-Ebene findet sich dann in der Diskussion (Genliste siche Anhang).
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Alle Gene, die in der Synthese oder Degradierung von Aminoséuren eine Rolle spielen,
wurden zur libergeordneten Kategorie Aminosduremetabolismus sortiert. Phase 1 und
Phase II assoziierte Gene wurden als Biotransformation zusammengefasst, wobei nur 5
von 30 Genen hochreguliert waren. Ungefdhr 50 % der Gene, die in den
Kohlenhydratstoffwechsel involviert waren, zeigten eine deutlich geringere Expression in
vitro als in vivo. 80 % der Gene, die in Verbindung mit dem Fettstoffwechsel standen, vor
allem an der Fettsduresynthese, der Oxidation und dem Transport wie auch in der Lipolyse
und dem Phospholipid-/Glycolipidmetabolismus beteiligt sind, waren herunterreguliert.
Ebenfalls herunterreguliert waren viele Gene, die sowohl mit der ATP Synthese als auch
mit dem Elektronentransfer und somit mit dem Energiemetabolismus in Verbindung
standen. Der Oberbegriff Metabolismus wurde fiir alle Gene gewéhlt, die in metabolischen
Signalwegen mitwirkten, wie z. B. Steroidmetabolismus, Metabolismus von Nukleotiden,
Nucleosiden und Tetrapyrrolen sowie dem RNA-Metabolismus, deren Expression auch im
in-vitro-Modell herunterreguliert waren. Des Weiteren gab es noch herunterregulierte
Gene in den Kategorien Cofaktoren und Vitamine und Signaltransduktion. Auffillig war
die Herunterregulation von Genen des Glutathionstoffwechsels, was zu einer reduzierten
Kapazitit im Umgang mit oxidativem Stress filhren konnte. Das Fehlen der Expression
von Differenzierungsgenen konnte wiederum zur Dedifferenzierung der Zellen beitragen.
Da zu den wichtigsten Eigenschaften der Nierenzellen die Exkretion wie auch die
Absorption von Stoffen mittels bestimmter Transportsysteme und auch die Erhaltung des
Ionen- und Wassergleichgewichtes gehort, ist die Herunterregulierung von Genen, die in
der Regulation dieses empfindlichen Gleichgewichts eine Rolle spielen, ein groer Verlust
dieser priméren Nierenzellen, was deshalb als Dedifferenzierung - Nierenfunktion
gedeutet werden kann. Unter den hochregulierten Genen befanden sich unter anderem
Gene, die bei Stress eine Rolle spielen, die durch frithe oder Akut-Phasen-Antworten, aber
auch durch Komponenten des NFkB- und MAPK-Signalweges reprisentiert wurden.
Ebenso wurden Signale aufgrund oxidativen Stresses verzeichnet, die zur iibergeordneten
Kategorie Stress - oxidativer Stress zusammengefasst wurden. Des Weiteren fanden sich
sowohl antiapoptotische als auch proapoptotische Gene, die in der Zellkultur induziert
wurden. Diese gegensétzlichen Signale kdnnten sowohl aus ein und derselben Zelle, aber
auch von zwei unterschiedlichen Zellen stammen. In beiden Kategorien befanden sich p53-
Zielgene, die wiederum auf eine primére Stressantwort hindeuten. Eine ganze Reihe von
induzierten Genen lie8 auf die Synthese und den Transport neuer Proteine schlieBen, die
fiir die Anpassung an die neue Umgebung benétigt werden.

In der iibergeordneten Kategorie Metabolismus wurden alle hochregulierten Gene, die in

metabolische Prozesse involviert waren, wie z. B. Biotransformation, Kohlenstoff — und
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Lipidstoffwechsel, zusammengefasst. Metabolismus — Anabolismus beinhaltet die Gene,
die in der Synthese von Aminosduren, Lipiden und Steroiden eine Rolle spielen. Fiir Gene,
die fiir die Glykolyse und den Energiemetabolismus verantwortlich waren, wurde die
Kategorie Metabolismus — Energiemetabolismus gewéhlt. Ungefahr 94 % der Kategorie
RNA-Metabolismus zugeordneten Gene waren in den priméren Zellen im Vergleich zu den
Rattennieren in vivo deutlich hoher exprimiert. Ebenfalls stark induziert waren Gene des
Proteinmetabolismus, intrazelluldren Transports, Organellen-Restrukturierung,
Zelladhdsion/Migration und Differenzierung/Organogenese. Eine weitere Gruppe von
Genen lieB3 auf eine Proliferation der Zellen schlieBen, die auch schon mikroskopisch zu
beobachten war. Dazu gehorten Gene, die zur Nukleotidsynthese, DNA-Replikation,
Regulation der Proliferation und der Genexpression gezéhlt wurden (Abb. 21). In der
Abbildung sind die Gene dargestellt, die im Zellzyklus eine Rolle spielen. Von Tag 5 bis
zu Tag 8 waren eher die Gene hochreguliert, die in der G2/M-Phase wichtig sind. Von Tag
8 bis Tag 14 waren dann die Gene stirker exprimiert, die fiir die G1/S-Phase relevant sind.
Diese unterschiedliche Expression der Gene belegt die in Kultur beobachtete Proliferation
der Zellen.

G2/M-Phase/1. Mitose G1/S-Phase — 2. Mitose?

G1/S (CCND2)

Experiment Groups G2/M (CCNB1)

[CIn_ds_PTCs [1]

On_d7_iPTCs [5] G2/M (CCNB1)
D nN_de_iPTeCs G2/M (CDC2A)
W H_d10_iPTos G1/S (CDK4)

W n_d12_PTCs
W n_d14_PTCs

Abb. 21: Hierarchisches 'Cluster' der Zellzyklus-Gene

Gene, die im Zellzyklus eine Rolle spielen, waren bei den primédren Tubuluszellen der Ratte (rPTCs)
nach der Isolation im Vergleich zu den Rattennieren hochreguliert. Die Expressionsprofile der
Zeitpunkte in Kultur sind in aufsteigender Reihenfolge gezeigt, normalisiert zur Rattenniere in vivo.
Man kann eine phasenverschobene Induktion der Zellzyklus-Gene sehen. Die in der G2/M-Phase
aktiven Gene sind eher zu fritheren untersuchten Zeitpunkten (ab Tag 5) exprimiert und die Gene, die
in der G1/S-Phase eine Rolle spielen, sind verstérkt zu den spéteren Zeitpunkten exprimiert (d = Tag).

Gene, die bei der Immunabwehr eine Rolle spielen, vor allem bei der adaptiven und
angeborenen Immunitdt, aber auch bei der Antigenprdsentation, waren sowohl hoch- als
auch herunterreguliert. Eine Herunterregulation kdnnte auf das Fehlen von Immunzellen

nach der Isolation zuriickzufiihren sein, wohingegen eine verstirkte Expression nur schwer
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zu erklédren ist. Ebenso waren einige Gene in der primédren Zellkultur hochreguliert, die in
Signalkaskaden mitwirken, z. B. im Wnt-, PLC-PKC-, GPCR-Signalweg, aber auch Gene,

die in der Zellkommunikation und hormonellen Signalwegen wichtig sind.

3.2.2.1 Verifizierung der Microarray-Daten mittels quantitativer Real-Time-PCR

Das Expressionsprofil von elf Genen, die aus der obigen Genexpressionanalyse
herausgesucht wurden, wurde mittels der quantitativen Real-time-Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR) unter Verwendung der Tagman®-Technologie verifiziert.
Diese wurde fiir alle Replikate aller Zeitpunkte in Kultur und fiir alle Replikate der
Nierenkortexproben durchgefiihrt. Damit die Ergebnisse mit denen der Affymetrix
Microarrays vergleichbar waren, wurde die Deregulation in vitro im Vergleich zu in vivo
aus dem logarithmischen Mittel errechnet, wobei die Proben auf die 18S-rRNA-Signale

normalisiert wurden, um Unterschiede im Ausgangsmaterial auszugleichen. Das Ergebnis,
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Abb. 22: Validierung der Genexpressionsdaten durch quantitative RT-PCR

Graphisch dargestellt sind die Mittelwerte der Expressionsderegulation (in vitro verglichen mit
in vivo) und die dazugehorigen Standardabweichungen von vier biologischen Replikaten, die entweder
durch Tagman® (ohne Suffix) oder Affymetrix (mit Suffix ,,Affy) erhalten wurden, fiir die jeweils
verschiedenen Zeitpunkte in Kultur (d = Tag). A) Hochregulierte Gene auf den Microarrays; B)
Herunterregulierte Gene auf den Microarrays.

Seite 72



In-vitro-Modelle der Niere

dargestellt in Abb. 22, zeigt, dass es zwischen Tagman®- und Affymetrix-Technologie
eine gute Korrelation gibt. Allerdings lagen die Deregulationsfaktoren, die mit der
Tagman®-Technologie gemessenen worden waren, wesentlich hoher als die, die mit der
Microarray-Technologie erhalten wurden. Dieses wurde schon in anderen Studien
beobachtet (Ellinger-Z. et al., 2004; Hamadeh et al., 2002). Es konnte ein
Korrelationskoeffizient von 0,9 zwischen dem natiirlichen Logarithmus der mittels
QRT-PCR und Affymetrix-Technologie gemessenen Deregulationsfaktoren ermittelt
werden. Dadurch konnte angenommen werden, dass die Werte, die mittels der Affymetrix
GeneChips® erhalten wurden, ein semiquantitatives Bild der reellen Deregulation abbilden

und somit auch fiir die weitere Interpretation verwendet werden kénnen.

3.2.3 Vergleich von in vitro und in vivo nach der Behandlung mit OTA

Da sich nun nach dem Vergleich der rPTCs mit der Rattenniere erhebliche Unterschiede
zeigten, sollte das in-vitro-Modell zusitzlich nach der Behandlung mit dem
Nephrokarzinogen OTA, dass als Modell-Karzinogen fiir die Niere gilt, mit in vivo
verglichen werden. Fiir diesen Vergleich wurden sowohl die priméren proximalen
Tubuluszellen aus der Rattenniere als auch die permanente Zelllinie NRK-52E, die
ebenfalls aus der Rattenniere stammt, verwendet. Dadurch sollte sowohl die
Vergleichbarkeit von in vitro mit in vivo, aber auch gleichzeitig die Vergleichbarkeit

zwischen beiden Zellkultursystemen nach Einwirken eines Nierentoxins tiberpriift werden.

3.2.3.1 Konzentrationsbestimmung

Fiir die Festlegung einer geeigneten Konzentration mussten zundchst Zytotoxizitétstests
durchgefiihrt werden, um anschlieend in den Microarray-Experimenten die Konzentration
zu nehmen, die zwar schon Verdnderungen in der Zelle bewirkte, aber die Zellen
weitestgehend noch nicht so sehr schidigte, dass sie nicht mehr iiberlebensfihig waren.
Unter diesen Vorraussetzungen wurde die Konzentration gewéhlt, die noch eine Vitalitét
mittels MTT-Test um 80 % an Tag 3 erkennen liel (Abb. 23), da an Tag 1 und Tag 3 die
Veridnderungen in der Genexpression {iberpriift werden sollten.

Beide Zeitpunkte wurden auch im in-vivo-Experiment verwendet. Wie in der Graphik zu
sehen ist, zeigten sich 15 oder 20 uM OTA als angemessene Konzentration fiir die
Behandlung der NRK-52E-Zellen. Bei den rPTCs wurden zunédchst 10 uM OTA (Daten
nicht gezeigt) als geeignete Konzentration gewdhlt. Zuerst wurde aber eine Tagman®-
Analyse mit den 24 und 72 h Proben der NRK-52E-Zellen, die sowohl mit 15 als auch
20 uM OTA behandelt worden waren und mit den 24, 72 und 120 h Proben der rPTCs, die
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Abb. 23: Zytotoxizititskurve am Beispiel der NRK-52E-Zellen

Die erhaltenen Vitalititen sind gegen die verschiedenen Konzentrationen aufgetragen, mit jeweils
einer Kurve pro Zeitpunkt. Der Mittelwert und die dazugehdrigen Standardabweichungen wurden aus
drei unabhéngigen Versuchen kalkuliert.

mit 10 uM OTA behandelt wurden, durchgefiihrt. Dazu wurden die Hamoxygenase
(HO-1) und der '‘cyclin-dependent kinase inhibitor 14’ (p21) aus den hochregulierten
Genen des in-vivo-Experiments mit OTA ausgewihlt, da noch keine ausreichenden Daten
zu der in-vitro-Induktion bestimmter Gene durch OTA vorlagen, und die in-vitro-Kulturen
mit der zuvor beschriebenen in-vivo-Studie verglichen werden sollten. Da der durch OTA
induzierte Mechanismus noch nicht aufgeklart ist, wurden diese Gene, von denen eines bei
oxidativem Stress eine Rolle spielt (HO-1), und das andere eher durch genotoxische
direkte DNA-Schidigung induziert wird (p21), ausgewihlt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 7 zusammengestellt. Die NRK-52E-Zellen wurden mit 20 pM OTA fiir die
Genexpressionsanalysen inkubiert, da bei dieser Konzentration eine deutlich stirkere
Induktion der beiden Gene gemessen wurde. Die Zugabe von 10 uM OTA zu den rPTCs
zeigte auch nach fiinf Tagen Inkubation nur eine leichte Induktion der Gene, obwohl diese
Konzentration den Zytotoxizititstests zufolge am besten geeignet erschien.

Da die primdren Zellen aus allen weiteren Perfusionen allerdings in einem weniger
sensitiven, moglicherweise  besseren  Zustand waren, muflite erneut eine
Konzentrationsoptimierung vorgenommen werden. Nach weiteren Optimierungen konnten
nun die Zellen nach einer Aussaat mit 3,5 x 10° Zellen/'well' in eine 24-'well'-Platte mit
10 und 20 uM OTA fiir 1, 3, 5 und 7 Tage inkubiert und reproduzierbare Ergebnissen
erzielt werden.

Parallel zu den Inkubationsversuchen, aus denen die RNA fiir die Microarrays gewonnen

wurde, wurden bei beiden Zellkulturmodellen MTT-Tests durchgefiihrt, um iiber diesen
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Weg den Verlauf des Experiments zu iiberpriifen und gegebenenfalls ein Experiment

auszuschlieBen, fiir das die Viabilitdt zu hoch oder zu niedrig war.

Tabelle 7: Induktion von HO-1 und p21 in den primiren proximlaen Tubulszellen der Ratte und
den NRK-52E-Zellen
Berechnet wurde die Induktion mittels einer Standardkurve (Std-kurve), relativ zum 18S-Gehalt in

den Proben und mittels des 2" **““Wert.
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3.2.3.2 Vergleich der Genexpression in vitro und in vivo nach OTA

Nach der Konzentrationsbestimmung wurden je vier Replikate der rPTCs nach
Behandlung mit 10 und 20 pM OTA und je drei Replikate der NRK-52E-Zellen nach
Behandlung mit 20 puM OTA pro Zeitpunkt (und Konzentration) angefertigt. Die
Kontrollen wurden mit der entsprechenden Menge DMSO inkubiert. Fiir die folgende
Analyse und Darstellungen der Daten wurden nur die Proben der rPTCs verwendet, die mit
20 puM OTA inkubiert worden waren, da so gut wie keine Verdnderungen im
Expressionsprofil der mit 10 uM OTA inkubierten Proben auftraten (Daten nicht gezeigt).
Fiir die in-vitro-Analysen ist es also sehr wichtig, die geeignete Dosis fiir die Microarray-
Experimente zu verwenden. Um einen ersten Einblick in die Daten zu erhalten, wurde
zunéchst eine PCA erstellt (Abb. 24). In der PCA konnte man gut erkennen, dass die
Verdnderungen durch OTA in allen Systemen in die gleiche Richtung gingen. Aulerdem
war zu sehen, dass die Zellkultursysteme zwar niher aneinander lagen, aber beide dennoch
weit weg von den in-vivo-Daten erschienen. Eine weitere Auffilligkeit war, dass der
Unterschied zwischen den beiden in-vitro-Systemen und dem in-vivo-System grofler war
als der Einfluss der Behandlung an sich, da die Kontrollen und die behandelten Proben
néher beieinander 'clustern’ als die Systeme zueinander. Um nun in vivo direkt mit in vitro
vergleichen zu konnen, wurden die 1055 Gene, die wie in Kapitel 3.1.2.4 beschrieben im

in-vivo-Versuch nach OTA-Applikation selektiert wurden, mit den beiden
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O d1_oTA_PTCs
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Abb. 24: PCA zum Vergleich der in-vivo- und in-vitro-Genexpression nach OTA-Behandlung
Die Abbildung zeigt die Verteilung der Proben hinsichtlich ihres Genexpressionsprofils. In Griintonen
sind jeweils die Kontrollen, in Rot- und Rosaténen die mit OTA behandelten Proben dargestellt.
(rPTCs: primdre proximale Tubuluszellen der Ratte; NRK-52E: permanente Rattennieren-Zelllinie;
d = Tag; Ctrl = Kontrolle)

in-vitro-Systemen in einem hierarchischen 'Cluster' verglichen (Abb. 25). Diese Gene
waren zwar signifikant differentiell in vivo exprimiert, miissen aber nicht zwingend auch in
vitro signifikant dereguliert in den behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle sein.

Dennoch koénnen tendenziell gleiche Richtungen durch eine gleiche Farbgebung
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festgestellt werden, auch wenn die Gene, z. B. wegen einer grofleren Variabilitét innerhalb
der in-vitro-Replikate, durch die Statistik nicht selektiert worden wiren. Diese Art der
Darstellung zeigt demnach eher einen qualitativen, jedoch keinen quantitativen Vergleich.
Die Abb. 25 zeigt, dass sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede zwischen den drei
Systemen auftraten. Die Gemeinsamkeiten beschriankten sich im Wesentlichen auf das
obere Drittel des 'Clusters'. Dort zeigten sich Gene sowohl in vitro als auch in vivo nach
OTA-Behandlung induziert, die in vivo den toxikologischen Kategorien oxidativer
Stress/DNA-Schidigung und Proteinschidigung, Signaltransduktion, Gewebeorganisation
und der Immunabwehr - vor allem Antigenprisentation und angeborene Immunitit —

zugeordnet werden konnten.

Niere NRK-52E
~ rPTCs

Experiment Groups
[ a1_oTam
ddz_oTam

W ar_oTam
Cld1_oTa_PTos
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Oxidativer Stress/DNA-Schadigung
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Abb. 25: Vergleich des Genexpressionsprofils von ir vive mit in vitro nach OTA-Behandlung
Dargestellt von links sind folgende Proben nach OTA-Behandlung: in vivo (Niere) Tag 1, 3 und 7,
primédre proximale Tubuluszellen der Ratte (rPTCs) Tag 1 und 3; permanente Nierenzellinie
(NRK-52E) Tag 1 und 3. Alle Genexpressionsdaten sind auf die entsprechende Vehikel-Zeit-
Kontrolle normalisiert. Rot bedeutet Induktion der Gene und griin bedeutet Herunterregulation der
Gene in Bezug zur Kontrolle. Rechts sind die wichtigsten biochemischen Funktionen (schwarz) der in
diesem Abschnitt des Clusters gezeigten Gene mit der dazugehdrigen Interpretation (rot) gelistet.

Dies liel darauf schlieBen, dass hauptsédchlich akute Effekte sowohl in vivo als auch in
vitro durch OTA induzierbar waren. Allerdings zeigten sich auch pragnante Unterschiede,
denn durch OTA in vivo waren viele Gene sehr stark an Tag sieben induziert worden, die
vor allem in vivo in biochemische Kategorien wie Zytoskelett/Zelladhdsion, DNA- und
RNA-Metabolismus und Zellzykluskontrolle und Proteinmetabolismus involviert waren.

Diese Gene konnten in vivo zur Regeneration der Niere und zum Uberleben der Zellen als
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Gegenregulation zur Schadigung beitragen. Die gleichen Gene wurden in vitro durch OTA
aber nicht verdndert. Auch eine ldngere Inkubationszeit bis hin zu sieben Tagen (Daten
nicht gezeigt), welche dem in-vivo-Zeitpunkt der regenerativen Phase entsprechen wiirde,
zeigte keine Verdnderungen in der Expression dieser Gene. Ein weiterer Unterschied zu in
vivo zeigte sich bei den herunterregulierten Genen. Viele Gene, die durch OTA in vivo
herunterreguliert wurden, waren mit dem zelluldren Metabolismus, der Biotransformation
und dem Membrantransport assoziiert. Wichtige Gene, die in der Niere fiir
Stoffwechselprozesse benétigt wurden, fielen also aus und fiihrten zur Dedifferenzierung
der Zelle. Diese Verdnderung in der Genexpression, die in vivo auf den Verlust der
Funktionalitdt der Niere hinwies, konnte in vitro nicht beobachtet werden. Denn die
meisten Gene, die in metabolischen Prozessen eine Rolle spielen, waren schon in vitro
(s. 3.2.2) in unbehandelten primdren Nierenzellen der Ratte herunterreguliert. Diese
wurden als Teil des Dedifferenzierungsprozesses der Zellen in vitro angesehen und
konnten deshalb wahrscheinlich nicht noch zusitzlich durch die Behandlung verdndert
werden. Allerdings zeigte sich interessanterweise auch eine Uberlappung zwischen einigen
herunteregulierten Genen nach OTA-Behandlung in vivo und in vitro. Allen drei Systemen
gemeinsam war die Herunterregulation von einigen Genen, die fiir mitochondriale
ribosomale Proteine kodieren, und deshalb im Proteinmetabolismus und der
Organellenstruktur und Funktion eine Rolle spielen.

Die Zellkultursysteme untereinander wiesen keine auffilligen Unterschiede auf, d. h. man
konnte aus diesem Versuch nicht schlieBen, welches der beiden Zellkultursysteme ein

besseres in-vitro-Modell der Niere darstellt.

3.2.4 Vergleich von verschiedenen in-vitro-Modellen nach der Behandlung
mit OTA

In-vitro-Verfahren bieten die Moglichkeit, einen direkten Vergleich zwischen tierischem
und humanem Zellmaterial herzustellen und damit potentiell die Risikoabschitzung fiir
den Menschen zu verbessern. Deshalb sollten nicht nur in-vitro-Modelle der Ratte fiir die
Niere verwendet und weiterentwickelt werden, sondern auch humane in-vitro-Systeme
etabliert und optimiert werden. In einem weiteren Versuch sollte ein Vergleich zwischen
humanen in-vitro-Systemen erfolgen, die dann im nédchsten Schritt mit den zuvor

beschriebenen in-vitro-Modellen der Ratte verglichen werden konnten.
3.2.4.1 Humane in-vitro-Modelle

3.2.4.1.1 Konzentrationsbestimmung

Als humane in-vitro-Modelle wurden in dieser Arbeit zum einen primidre humane
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proximale Tubuluszellen verwendet, die an der Universitit in Innsbruck aus tubuldren
isolierten Fragmenten vermehrt, einmal passagiert und kryokonserviert wurden, und zum
anderen die humane Nierenzelllinie HK-2. Bei den HK-2-Zellen sollte wie bei den
Rattenzellen vorgegangen werden, d. h. dass zundchst Konzentrationsbestimmungs-
experimente den Microarray-Versuchen vorangestellt wurden. Fiir die Konzentrations-
optimierungen wurden flir die HK-2-Zellen die Resazurin-Reduktion und die MTT-
Reduktion gemessen. Abb. 26 zeigt die erhobenen Daten, indem jeweils der Mittelwert des
angegebenen Tests mit der entsprechenden Standardabweichung nach 72-stiindiger
Inkubation der entsprechenden Konzentrationen errechnet wurde. Die Werte sind jeweils
als Prozentzahlen im Verhdltnis zur Kontrolle berechnet, die gleich 100 gesetzt wurde.
Anhand der Graphik kann man einen konzentrationsabhingigen Abfall der Vitalitét
erkennen. Analog zu den vorherigen Versuchen sollte wieder die Konzentration fiir die
Microarray-Experimente verwendet werden, die eine Viabilitit um 80 % nach 72 h
aufwies. Eine Inkubation mit Triton X-100 (1:1000 verdiinnt) fiir zwei bis fiinf Minuten
sollte als Positivkontrolle fiir die Messung dienen, bei der alle Zellen abgetotet wurden,

und demnach keine Reduktion des Indikatorfarbstoffs mehr erfolgen konnte.
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Abb. 26: Auswertung der Inkubation von HK-2-Zellen mit OTA fiir 72 h

Die Mittelwerte = Standardabweichung sind jeweils fiir den MTT-Test und den Resazurin-Test (Res)
aus drei unabhingigen Replikaten nach 72 h Inkubation kalkuliert und gegen die verschiedenen
OTA-Konzentrationen aufgetragen, die in aufsteigender Reihenfolge in pM angegeben sind. Eine
Viabilitdt um 80 % konnte nach der Zugabe von 0,075 pM OTA beobachtet werden.

Die Konzentration von 0,075 uM OTA nach 72h wurde als geeignet bestimmt, da in

beiden Tests noch eine Viabilitdt der Zellen von ca. 80 % gegeben war. Als Vergleich mit

Seite 79



Ergebnisse

einer weiteren hoheren Konzentration wurden die Zellen zusétzlich noch mit 0,5 uM OTA
inkubiert, da sich bereits in den Experimenten mit den Rattenzellen gezeigt hatte, dass bei
einer zu niedrigen Konzentration keine Verdnderungen im Genexpressionsprofil zu
erkennen waren (Daten nicht gezeigt; 10 uM OTA rPTCs).

Fiir die priméren Zellen wurden 5 uM OTA als Konzentration festgelegt, da aufgrund der
eingeschriankten Verfiigbarkeit der Zellen keine detaillierte Konzentrationsfindung
durchgefiihrt werden konnte. Drei unabhingige Replikate, d. h. Zellen von verschiedenen
Donoren konnten angefertigt werden. Nach einer Inkubationszeit von 24 h mit 5 uM OTA
wurde ein leichter Anstieg der LDH Freisetzung und eine leichte Abnahme der
Zellviabilitdt gemessen. Hingegen konnte nach 72 h ein deutlicher Anstieg (im Mittel um 4
fach) der LDH Freisetzung, aber ebenfalls nur eine leichte Abnahme der Zellviabilitdt
bestimmt werden (Daten nicht gezeigt). Eine Wiederholung der Versuche war aufgrund

der eingeschrinkten Verfligbarkeit nicht moglich.

3.2.4.1.2 Genexpressionsanalyse

Es wurden je drei Replikate fiir jeden Dosis-Zeitpunkt beider Modelle angefertigt. Im
Vergleich der beiden humanen Zell-Modelle miteinander wurde festgestellt, dass sich die
Behandlungseffekte zwar in beiden Modellen in die gleiche Richtung auswirkten, aber
auch, dass der Unterschied zwischen den beiden Modellen ebenso grofl war wie der
Behandlungseftekt an sich (Abb. 27).

O etd_Hikz_d1
O ctrl_HK2 _dz
OoTa_Lb_Hik2_d1

O OTA_HD_HK2_d1

O oTa_Lb_HiK2_d3

O oTa_HD_HIKZ_d3

O ctrl_hPTCs_di
E cti_nPTos_d3
OoTa_hPTos_di

B oTa_nPTes_d2

Abb. 27: PCA der humanen Nierenzell-Modelle nach OTA-Behandlung

Im oberen Bereich der Graphik 'clustern' die primdren humanen proximalen Tubuluszellen, d. h.
sowohl die Kontrollen (hPTCs_Ctrl) in griin als auch die mit OTA behandelten Proben (hPTCs_OTA)
in pink und rosa. Im unteren Bereich verteilen sich zum einen die Kontrollen der HK-2-Zellen
(HK-2_Ctrl) in griin und zum anderen die mit OTA behandelten HK-2 Proben (HK-2_OTA, LD = low
dose, HD = high dose) in blau. Der Unterschied zwischen den beiden Zell-Modellen und zwischen
den behandelten Proben und den Kontrollen sind vergleichbar gro. Die PCA wurde mit
Genexpressiondaten des HGU133 Plus2 Affymetrix Microarrays bei einem p-Wert = 0,04
durchgefiihrt.
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Fiir die Selektion der differentiell deregulierten Gene wurde zunéchst eine statistische
Analyse mit einem N-Way ANOVA p = 10* und einem paired t-Test p = 102
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden alle Gene selektiert, die > 3-fach gegeniiber der
Kontrolle zu wenigstens einem Zeitpunkt hoch- oder herunterreguliert waren. Durch eine
weitere Filterung der Gene, die eine Intensitét > 20 hatten und eine Eliminierung der Gene,
die absolut unbekannt waren, ergaben sich 1590 Gene fiir die hPTCs und 2898 Gene fiir
die HK-2-Zellen. Wegen der Fiille der Daten wurden nur die Gene detaillierter annotiert
und fiir die weitere Auswertung verwendet, die einen p-Wert < 10~ im Behandlungseffekt
des N-Way ANOVAs besaflen und durch die niedrige Konzentration von OTA (0,075 uM)
in den HK-2-Zellen verdndert wurden. Daraus ergaben sich fiir die hPTCs 1347 Gene und
fiir die HK-2-Zellen 672 Gene.

Diese Gene wurden dann in verschiedene biochemische Kategorien -eingeteilt.
AnschlieBend wurde die Anzahl der in der gleichen Kategorie vorkommenden Gene
addiert und der prozentuale Anteil der Kategorie an der Gesamtheit der kategorisierten
Gene berechnet. So konnten die durch OTA bewirkten Verdnderungen in beiden Modellen
anhand der biochemischen Funktionen, die vermehrt hoch- bzw. herunterreguliert wurden,
verglichen werden (Abb. 28). Wie man in Abb. 28 sehen kann, sind in beiden Modellen
dhnliche Kategorien mit &hnlich hdufigem Vorkommen nach OTA Einwirkung betroffen.
Im Gegensatz zu diesem Vergleich gab es auf der Gen-Ebene keine grofie
Ubereinstimmung. Nur wenige Gene im Hinblick auf die Gesamtzahl der verdnderten
Gene, die im Folgenden mit der entsprechenden Kategorie genannt sind, waren sowohl bei
den hPTCs als auch bei den HK-2-Zellen nach der Inkubation mit OTA signifikant
hochreguliert: Intrazelluldrer Transport (RAB22A4, VAPB, APPBP2, SPG20, VAPA, AP1S2,
APPBP2), Proteinmetabolismus ((Translation: RPS15, EIF2S1, RPS20, RPL37, SUII,
MRPS22), Degradation (UBE2L3, PSMC2, UBE2Q, FBXW2, NEDD4L)), RNA-
Metabolismus (CROP, WBPI11, ELAVLI, DDX5), Organellenstruktur und Funktion
HISTIH2BE, HISTIH2BC, HISTIH2BD, SYNCOILIN, HISTIH2BK). Unter den
herunterregulierten Genen konnten ebenfalls einige gemeinsame Gene gefunden werden,
allerdings waren die {ibereinstimmenden Gene im Verhdltnis zur Gesamtheit der
selektierten Gene sehr gering, so dass sie an dieser Stelle nicht aufgelistet werden.
Auffillig in diesen beiden Humanmodellen war, dass in den meisten Féllen gleiche
biochemischen Funktionen etwa zu gleichen Teilen sowohl hochregulierte als auch
herunterregulierte Gene enthielten. Diese Tatsache erschwerte die biologische
Interpretation, da substanzspezifische Verdnderungen in den Zellen erwartet, aber in diesen

beiden humanen Modellen nicht nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 28: Vergleich der durch OTA induzierten Verinderungen in beiden humanen Zell-
Modellen

Das Balkendiagramm zeigt den Anteil der Gene prozentual zur Gesamtzahl der kategorisierten Gene,
die jeweils verschiedenen biochemischen Funktionen zugeordnet wurden. Hochregulierte Gene sind
durch rote Balken (HK-2 hoch, hPTCs hoch), herunterregulierte Gene durch griine Balken
(HK-2 herunter; hPTCs herunter) gekennzeichnet.

3.2.4.2 Vergleich von humanen in-vitro-Modellen mit in-vitro-Modellen der Ratte
nach OTA-Behandlung

Nachdem nun der Vergleich zwischen beiden humanen in-vitro-Modellen erfolgt war, der
auf der Gen-Ebene nicht sehr viele Gemeinsamkeiten zeigte, und nachdem der Vergleich
der Signalwege auch keine Riickschliisse auf die spezifische Wirkung von OTA zulieB3,
sollten nun die humanen Modelle der Niere mit denen der Ratte verglichen werden.

Auch in diesem Fall erwies sich ein Vergleich der Signalwege wieder als besser geeignet
als der Vergleich gemeinsamer Gene. Deshalb wurde in jedem Modell die Anzahl der
Gene in den jeweiligen Kategorien ermittelt und der prozentuale Anteil zur Gesamtheit der
Gene errechnet und in einem Balkendiagramm nebeneinander aufgetragen. Zur
graphischen Darstellung wurden nur die elf biochemischen Kategorien, die die meisten
Gene enthielten, verwendet.

Wie man in Abb. 29 erkennen kann, waren zwar in allen in-itro-Modellen die meisten
biochemischen Kategorien mit einer dhnlichen Haufigkeit vertreten, aber auch hier tritt das
im vorigen Kapitel beschriebene Problem auf, dass &hnliche Signalwege sowohl durch
hoch- als auch herunterregulierte Gene betroffen waren. Dadurch wurde die Interpretation

der Daten erschwert.
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Abb. 29: Verteilung der biochemischen Kategorien in in-vitro-Modellen fiir die Niere nach
OTA-Behandlung

Dargestellt sind die biochemischen Kategorien, die die meisten Gene enthielten und nach der
Inkubation mit OTA fiir 1 und 3 Tage gegeniiber der Kontrolle verindert waren. A) zeigt die
hochregulierten Kategorien. B) zeigt die herunterregulierten Kategorien. Beide verdeutlichen von
links nach rechts die Deregulation in folgenden Zellmodellen: die humane permanente Zelllinie HK-2,
primédre humane proximale Tubuluszellen (hPTCs), die permanente Rattennieremzelllinie NRK-52E
und primére proximale Tubuluszellen der Ratte (rPTCs).

Da beim Vergleich der Daten des in-vivo-Versuchs und der beiden in-vitro-Modelle der
Ratte deutlich wurde, dass manche in vivo beeinflussten Gene oder Signalwege auch in
vitro nach Karzinogenbehandlung betroffen waren, andere aber nicht, wurden nun in
einem nédchsten Schritt beispielhaft Gene bestimmter Signalwege auf dem Humanchip

gesucht und im Vergleich mit allen Daten, d. h. sowohl von Human als auch von der Ratte,
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dargestellt. Dabei wurden sowohl Gene aus Signalwegen verwendet, die in vivo und in
vitro dhnlich gewesen waren, aber auch von Genen, die in vivo und in vitro unterschiedlich
dereguliert gewesen waren. Daraus resultierten 58 Gene, deren Expression nun zwischen
allen in-vitro-Modellen und dem in-vivo-Versuch verglichen wurde. In der Abb. 30 fallt
auf den ersten Blick auf, dass die Deregulation zwischen in vivo Ratte und in vitro Ratte
dhnlicher ist, als zwischen in vivo Ratte und den humanen Zellmodellen. Sehr auffillig
war, dass die hohere Dosis in den HK-2-Zellen auch mit einer Verstirkung der
Deregulation der meisten Gene einhergeht, was wiederum belegt, dass die in der Zellkultur
eingesetzte Konzentration einen grofen Einfluss auf die Verdnderungen im

Expressionsprofil hat. Jedoch ging die héhere Konzentration auch mit einer drastischen
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Abb. 30: Vergleich der verschiedenen in-vitro-Modelle mit in vivo nach OTA-Behandlung

Eine Auswahl an Genen aus dem in-vivo-Versuch nach OTA-Behandlung wurde sowohl mit den
beiden in-vitro-Modellen der Ratte als auch mit den beiden humanen in-vitro-Modellen verglichen.
Die Gene wurden in vivo in toxikologische Kategorien eingeteilt, deren Bezeichnungen rechts am
Bildrand angegeben sind. Von links nach rechts sind folgende Proben im hierarchischen Cluster
dargestellt: in vivo Ratte Tag 1-7; primére proximale Tubuluszellen der Ratte (rPTCs) Tag 1 und 3;
Nierenzelllinie der Ratte (NRK-52E) Tag 1 und 3; primére humane proximale Tubuluszellen (hPTCs)
Tagl und 3; humane Nierenzelllinie (HK-2) Tag 1 und 3 nach Inkubation mit der niedrigen
Konzentration (LD) OTA; humane Nierenzelllinie (HK-2) Tag 1 und 3 nach Inkubation mit der hohen
Konzentration (HD) OTA. Alle Daten sind normalisiert auf den Mittelwert der jeweiligen Kontrollen.

Verminderung der Vitalitdt einher, was normalerweise ein Ausschlusskriterium fiir in-
vitro-Genexpressionsuntersuchungen wére. Die Dedifferenzierung durch OTA in vivo

konnte durch kein Modell gezeigt werden, ebenso waren die regenerativen Prozesse kaum
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in den in-vitro-Modellen zu sehen. Jedoch waren einige wenige Gene, wie CCNB2,
CKSIB, RACGAPI und COL6A]I in vivo zu den regenerativen Prozessen gezéhlt worden
und ebenfalls in den priméren humanen proximalen Tubuluszellen und den HK-2-Zellen,
die mit der hoheren OTA Konzentration inkubiert worden waren, hochreguliert. Allerdings
waren im Gegensatz zu den in-vitro-Modellen der Ratte bei den humanen Modellen die

akuten Effekte weniger korrelierbar.

3.2.5 Vergleich weiterer Nephrokarzinogene mittels eines humanen
Zellmodells fiir die Niere

In dem EU-Projekt Predictomics wurde die humane permanente Nierenzelllinie HK-2 als
in-vitro-Modell fiir die Niere verwendet. Deshalb wurde im Rahmen des Projektes diese
Zelllinie mit den schon in vivo verwendeten Nephrokarzinogenen Aristolochiasdure (AA),
2-Nitrofluoren (2NF), N-Nitrosomorpholin (NNM) und Kaliumbromat (KBrOj;) fiir 24 und
48 h behandelt und die Genexpressionsdaten miteinander verglichen. Im Anschluss
konnten die in vitro erhobenen Daten mit den in-vivo-Daten verglichen werden, um
Gemeinsamkeiten und Differenzen in der Verdnderung von Genen oder aber auch

bestimmter Signalwege mit in vitro durch diese Nephrokarzinogene zu zeigen.

3.2.5.1 Konzentrationsbestimmung

In Analogie zu den vorherigen Inkubationsversuchen mussten auch zu diesen Versuchen
zuerst Experimente zur Konzentrationsbestimmung durchgefithrt werden. Es sollte die
Dosis genommen werden, die gerade zu einem Anstieg der LDH-Freisetzung fiihrte, aber
noch keine oder sehr geringe Zytotoxizitit erkennen lieB, die durch eine Reduktion des
Resazurins gemessen werden konnte. Allerdings wurde fiir die Vitalititsmessung der
HK-2-Zellen, die mit 2NF inkubiert wurden, der MTT-Test verwendet, da es offensichtlich
zu Interaktionen zwischen dem Resazurin und dem 2NF gekommen war. Es konnte keine
Abnahme der Vitalitit der Zellen mit Hilfe des Resazuirn-Tests gemessen werden,
wohingegen die gleichzeitige Messung mit dem MTT-Test auf eine hohe Zytotoxizitét
schliefen lief3.

Zunéchst wurden verschiedene Konzentrationen in 96-'well'-Platten zu verschiedenen
Zeitpunkten ausgetestet, welche dann auf das 6-'well'-Format iibertragen werden sollten.
Fiir die Genexpressionsanalysen sollten die Zeitpunkte Tag 1 und Tag 2 mit je drei
unabhingigen Replikaten analysiert werden. Da aber die festegelegten Konzentrationen
im 6-'well' keine zu den 96-'well' vergleichbaren Ergebnisse lieferten, wurde die
Konzentrationsoptimierung fiir alle weiteren Versuche in 6-'well'-Platten vorgenommen

und vor der Hybridisierung der Microarrays nochmal eine Tagman®-Analyse fiir p2/ mit
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den 48 h Proben der genotoxischen Nephrokarzinogene durchgefiihrt (Daten nicht
gezeigt), da bei diesen eine Induktion des Gens auftreten miisste. Fiir Kaliumbromat
wurden anhand der Ergebnisse der beiden Tests (LDH und Resazurin) zwei
Konzentrationen bestimmt. Die Tagman®-Analyse fiir p21 ergab, dass ein Anstieg um 1,9-
und 1,4-fach bei 50 und 20 uM AA und um 2,4- und 3-fach bei 80 und 100 mM NNM
erfolgte. Bei 2NF zeigte sich erst bei der hochsten Konzentration von 50 uM, die schon
mit einer hohen Zytotoxizitdt einherging, ein leichter Anstieg (1,5 fach) der Expression des
Gens. Daraus ergaben sich letztendlich zwei Konzentrationen fiir alle Nephrokarzinogene,
die zwar z. T. eine Freisetzung des LDHs bewirkten, aber nur kaum oder keinen Abfall der
Vitalitdt verursachten (Abb. 31).
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Abb. 31: Differenzen in der Konzentrationsbestimmung in 96- und 6-'well'-Platten mit HK-2-
Zellen

Dargestellt sind alle Ergebnisse des Resazurin- bzw. MTT- (fiir 2NF) und des LDH-Assays nach 48 h
Inkubation mit den angegebenen Konzentrationen der Nephrokarzinogene. Bei den 96-'well'-Platten
wurden flir die Berechnung der Mittelwerte vier unabhingige Replikate der HK-2-Zellen
+ Standardabweichung, bei den 6-'well'-Platten drei unabhingige Replikate fiir die Berechnung der
Mittelwerte + Standardabweichung verwendet.

In der gezeigten Abb. 31 kann man sehen, dass sich das Verhédltnis zwischen
MTT/Resazurin- und LDH-Assay verschoben hatte und die Freisetzung an LDH z. T. sehr
hoch war, aber noch keine Zytotoxizitdt zu sehen war. Zwei Konzentrationen wurden

gewdhlt, da sich schon in den vorigen Experimenten gezeigt hatte, dass das
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Zellkultursystem sehr empfindlich auf eine etwas hohere bzw. niedrigere Konzentration
der Substanz reagiert. Bei einer zu geringen Konzentration kénnte es durchaus sein, dass
man die spezifischen Antworten im Expressionsprofil nicht sieht. Wahlt man die
Konzentration aber zu hoch, konnte eine zu zytotoxische Konzentration die spezifischen
Effekte ,iiberlagern”. Die Proben fiir die Analyse des Genexpressionsprofils sind in

Tabelle 8 zusammengestellt.

Tabelle 8: Konzentrationen, Zeitpunkte und Anzahl der Replikate fiir die in-vitro-Analysen

Substanz (Abkiirzung; CAS Nummer) | Konzentration | Anzahl der Replikate
Tag 1 Tag3

Aristolochiasiure (AA; AA I: 313-67-7; 20 uM 3 3
AA 1I: 475-80-9) S0 uM 3 3

. . 5uM 3 3
2-Nitrofluoren (2NF; 607-57-8) 15 UM 3 3

. . . 80 mM 3 3
N-Nitrosomorpholine (NNM; 59-89-2) 100 mM 3 3

. ) 1,5 mM 3 3
Kaliumbromat (KBrO;; 7758-01-2) 2.5 mM 3 3

Fiir AA und 2NF wurde jeweils dieselbe Kontrolle (DMSO), und fiir NNM und KBrOj; die
Kontrolle, die fiir die entsprechenden Zeitpunkte nur mit Medium inkubiert wurde, fiir die

Microarrays verwendet.

3.2.5.2 Genexpressionsanalyse

Der erste Einblick in die Daten erfolgte auch hier mittels einer PCA (Abb. 32). In dieser
dreidimensionalen Darstellung war zu erkennen, dass im Versuch mit 2NF kaum
Verdnderungen in der Genexpression stattgefunden hatten, da die mit 2NF behandelten
Proben mit den Kontrollen zusammen 'clustern'. Die zeit-, aber mehr noch die
konzentrationsabhidngigen Verdnderungen des Genexpressionsprofils nach der Inkubation
mit AA waren dagegen deutlich zu erkennen. Bei den Versuchen mit NNM beobachtete
man cher eine konzentrationsabhidngige Verdnderung, erkennbar daran, dass die
Zeitpunkte der beiden Konzentrationen sehr nah beieinander lagen. Des Weiteren wurde
festgestellt, dass ein kompletter Versuch der mit NNM behandelten Proben, das
Experiment B, als Ausreifier betrachtet werden muss, da diese sehr nah an den Kontrollen
'clusterten’, was fiir eine geringe Verdnderung gegeniiber der Kontrolle spricht. Bei KBrO;
konnte man eine Verdnderung sowohl mit der Zeit als auch mit der Konzentration

erkennen.
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Abb. 32: PCA der HK-2-Zellen, die mit vier verschiedenen Nephrokarzinogenen behandelt
wurden

In der linken PCA sind die Kontrollen (Ctrls) mit 2NF und AA behandelten Proben der HK-2-Zellen
zu sehen. Man kann eine deutliche Verdnderung des Profils aufgrund der Behandlung mit AA
erkennen, wohingegen durch 2NF kaum eine Verdnderung zu sehen ist. In der rechten PCA sind die
Kontrollen (Ctrls) mit den NNM und KBrO; (KBr) behandelten Proben der HK-2-Zellen dargestellt.
Durch KBrO; und NNM erfolgte eine Anderung des Genexpressionsprofils, allerdings clustert ein
Experiment mit NNM sehr nah an der Kontrolle, d.h. in diesem Experiment hat die NNM-Behandlung
kaum zur Verénderung der Genexpression gefiihrt. In beiden PCA sind die verschiedenen Zeitpunkte
(d = Tag) und Konzentrationen (LD = low dose, HD = high dose) farblich unterschiedlich
gekennzeichnet.

Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mittels N-Way ANOVA mit p = 0,0001 fiir die Faktoren
Zeit und Behandlung, einem gepaarten t-Test mit p = 0,001 pro Konzentration und
Zeitpunkt zwischen Kontrollgruppe und behandelter Gruppe und einer zweifachen
Deregulation gegeniiber der Kontrolle fiir AA, 2NF und KBrO; durchgefiihrt. Es ergaben
sich nach der Eliminierung aller Gene mit einer Intensitdt < 20 und aller vollkommen
unbekannten Gene folgende Gengruppen: 3587 Gene fiir AA, 34 Gene fiir 2NF und 1715
Gene fiir KBrO;. Wie oben beschrieben unterschied sich das Experiment B von den mit
NNM behandelten Proben deutlich von den anderen beiden Replikaten, und die
Verdnderungen waren nur konzentrationsabhédngig und nicht zeitabhdngig. Deshalb wurde
hier zwar auch ein N-Way ANOVA mit p = 10 durchgefiihrt, dabei jedoch die Option
'min. Occupation = 2' ausgewihlt, da sich nun in jeder Experimentgruppe nur noch je zwei
Replikate befanden und normalerweise immer mindestens drei Replikate verwendet
wurden. AnschlieBend wurde ein Welch-t-Test bei p = 10~ mit den beiden Replikaten, die
sich weitaus mehr von der Kontrolle unterschieden, durchgefiihrt. Dafiir wurden jeweils
Tag 1 und 2 mit niedriger Dosis (LD) und Tag 1 und 2 mit hoher Dosis (HD) behandelt
zusammengefasst. Daraus ergaben sich 1153 Gene, die durch NNM in den HK-2-Zellen

verandert wurden.
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Mechanistische Analyse

Aufgrund der Vielzahl der Gene, die durch die Behandlung der HK-2-Zellen mit den
Nephrokarzinogenen veréndert waren, wurden die in-vitro-Daten mit den vorhandenen
Daten der in-vivo-Versuche aus den Kurzzeit-Tierstudien verglichen. Dieser Vergleich
schien sinnvoll, da die derzeitigen Richtlinien sich nach den Ergebnissen und Befunden
der in-vivo-Studien richten, und man noch keine ausreichende Erfahrung auf dem in-vitro-
Gebiet mit Expressionsprofil-Verdnderungen nach einer Behandlung mit diesen
Nephrokarzinogenen hat. Aulerdem zeigten sich in den in-vivo-Studien Gemeinsamkeiten
zwischen den genotoxischen Karzinogenen, die ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit
darstellten und von denen iiberpriift werden sollte, ob diese auch im in-vitro-System
induzierbar sind. Deshalb wurden die im in-vivo-Versuch identifizierten Gene auf dem
Human-Chip gesucht und deren Expressionsprofil innerhalb der genotoxischen
Nephrokarzinogene AA, 2NF und NNM in vitro verglichen. Funktionell bedeutende
Gruppen bzw. toxikologische Kategorien, aus denen die wichtigsten Gene fiir den
Vergleich selektiert wurden, waren folgende: Oxidativer Stress/DNA-Schadigung
(hauptsdchlich ~ p53-Zielgene), Oxidativer  Stress/Proteinschddigung,  Oxidativer
Stress/Detoxifizierung, generelle Detoxifizierung (Biotransformation Phase 1, II, III),
Inflammation (waren in vivo nur durch AA induziert worden) und allgemeiner Stress.

Eine deutliche Induktion von Genen wie MGMT, CDKNI1A, MDM2, BCCIP und CCNG1
zeigte sich nach der Behandlung mit den genotoxischen Nephrokarzinogene in vivo, wobei
viele der Gene nach NNM erst an Tag 14 hochreguliert waren. Diese Gene stehen fiir eine
Antwort auf oxidativen Stress und das Auftreten von DNA-Schédigung (Abb. 33). Im
Gegensatz dazu sah man deutlich, dass die meisten dieser Gene in vitro gar nicht oder nur
durch eines der Nephrokarzionogene induziert wurden. Vergleichbar mit in vivo schienen
nur p21 und BCCIP, die ebenfalls durch AA in vitro induzierbar waren. CCNG2 wurde
zwar nicht in vivo induziert, gehort aber ebenfalls zu den Genen, die in oxidativem Stress
eine Rolle spielen. Dieses Gen wurde in vitro durch AA und NNM induziert.
Interessanterweise zeigten die verschiedenen 'Probe-Sets' von CCNG?2 ein gegensitzliches
Expressionsprofil. Diese Verdnderungen sind dadurch zu erkléren, dass die oberen drei
'Probe-Sets' zu einer anderen Splei3-Variante gehdren als die unteren beiden.

Beim Vergleich der Gene, die auf Proteinschidigung hindeuteten, konnte keine konsistente
Verdnderung der Gene, die in vivo durch die Nephrokarzinogene auftrat, festgestellt
werden. Zu den Genen, die mit oxidativem Stress/Detoxifizierung assoziiert sind, zihlten
vor allem GSTA2, GSTP1, GPX2, NOOI und EPHXI. Die meisten dieser Gene, die als
Antwort auf oxidativen Stress induziert werden, sind 'antioxidant response element'

Zielgene (ARE Target Gene) und Teil einer akuten Stressantwort, die ebenfalls in vitro
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durch AA und NNM gezeigt werden konnte. Hingegen zeigten die Gene, die in vivo als
Detoxifizierung zusammengefasst und deutlich nach 2NF und AA in vivo induziert
wurden, in vitro kaum spezifische Veranderungen des Genexpressionsprofils. Nur ABCC2
wurde deutlich nach AA Behandlung hochreguliert. Eine leichte Hochregulierung zeigten
GSTM1 und ABCC3 am zweiten Tag nach NNM, wobei letzteres auch leicht durch AA
induziert wurde. Die fiir AA in vivo als spezifisch differentiell deregulierten
Inflammationsgene wurden in vitro nicht durch AA verdndert. Einige Gene, die auf
generellen Stress im Gewebe nach der Behandlung hinwiesen, wurden mit allen Proben,
d. h. AA, 2NF, NNM und KBrO;, verglichen. In vivo zeigte sich in mit 2NF und zum Teil
AA und NNM behandelten Proben eine generelle Stressantwort (Abb. 34). Perl wurde
auch durch die niedrige Dosis KBrOj; induziert. Diese generellen “Stressgene wiesen in
vitro durch AA, NNM und KBrOs, aber nicht 2NF ebenfalls eine Induktion auf. In keinem
der Vergleiche wurden die ausgesuchten Gene durch 2NF stark verédndert, was auch in den
beiden Abbildungen gut zu erkennen ist. Dies bestétigte auch die in der PCA gezeigte
Ahnlichkeit der behandelten Proben zu den entsprechenden Kontrollen. Aufgrund dieser
Befunde kann angenommen werden, dass 2NF als Substanz fiir die Zellkultur nicht

geeignet ist, da moglicherweise die Aktivierung fehlt.

Genotoxische Nephrokarzinogene : Oxidativer Stress/DNA-Schadigung

AA 2NF NNM
In vivo —t e
d3  d7 d14 'd3 d7d14"d3  d7 d14
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Cengt

Cdkn1a
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i — "
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Abb. 33: Vergleich in vivo und in vitro: Oxidativer Stress/DNA-Schiidigung

Der Vergleich zwischen in vivo und in vitro zeigte nur eine miBige Ubereinstimmung hinsichtlich der
Deregulation von Genen bestimmter Funktionskategorien. Die Gene, die im oberen 'Cluster' gezeigt
sind, wurden mehr oder weniger in vivo nach den genotoxischen Nephrokarzinogenen dereguliert, und
repréasentieren die toxikologische Kategorie Oxidativer Stress/DNA-Schddigung. Diese wurden auf
dem humanen HGU133 Plus2 GeneChip® anhand des Gennamens zugeordnet. Das untere 'Cluster'
zeigt die Deregulation dieser Gene in den HK-2-Zellen, die mit den gleichen Nephrokarzinogenen in
vitro behandelt wurden.
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| Alle Nephrokarzinogene : Allgemeiner Stress
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Abb. 34: Vergleich zwischen in vivo und in vitro: Allgemeiner Stress

Die in vivo signifikant deregulierten Gene der Kategorie ,,allgemeiner Stress wurden entsprechend
auf dem HGU133 Plus2 GeneChip® identifiziert. AnschlieBend wurde deren Deregulation zwischen
allen in vitro verwendeten Nephrokarzinogenen verglichen. /n vivo kann man eine deutliche
Hochregulation durch AA und 2NF erkennen, aber nur teilweise in den NNM- und KBrO;-Proben.
Diese allgemeinen Stressantworten sind ebenfalls gut in vitro zu erkennen.

Ein weiterer direkter Vergleich zwischen in vivo und in vitro eines Gens, das in vivo
offensichtlich durch die Nephrokarzinogene 2NF, AA, OTA und sogar tendenziell durch
KBrO; (nicht statistisch signifikant) verdndert wurde, zeigte deutliche Unterschiede.
KIM-1 (kidney injury molecule 1'), das auch HAVCRI (‘hepatitis A virus receptor 1')
genannt wird, gehort zu den Zelladhédsionsmolekiilen und steht in Verbindung mit der
Regeneration der Nierenzellen, da es erst nach einer Schidigung jener im proximalen
Tubulus vermehrt auftritt. Dieses Gen scheint demnach ein Marker fiir die geschédigte
Niere in vivo zu sein. Da dieses Gen in vitro nie unter den signifikant deregulierten Genen
- weder bei den humanen noch bei den Modellen der Ratte - war, wurde die Expression des
Gens auf dem Absolut-Level in allen Modellen verglichen. Wie man in der Abb. 35
erkennen kann, ist dieses Gen sowohl in den primédren proximalen Tubuluszellen (rPTCs)
als auch in der humanen permanenten Zelllinie HK-2 schon in der Kontrolle sehr stark
exprimiert. Es fand keine weitere Steigerung nach der Einwirkung der Nephrokarzinogene
statt. In den priméren Zellen der Ratte {ibertraf der Level der Expression in den Kontrollen
sogar den Level, den das Gen nach der Behandlung mit OTA in vivo erreicht hatte, wobei
eine extreme Induktion des Gens aus der OTA-Behandlung in vivo resultierte. Bei den

humanen primédren Zellen (hPTCs) war der absolute Expressionslevel ebenfalls schon sehr
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hoch in den Kontrollen und dazu noch sehr variabel zwischen den einzelnen Proben. Die
Expression von KIM-1/HAVCRI lie sich nach der Inkubation mit OTA nicht noch weiter
in diesen Zellen steigern. Die NRK-52E-Zellen hatten zwar insgesamt eine eher mit in vivo
vergleichbare Expression des Gens, die aber auch nach der Inkubation mit OTA nicht

verdndert wurde.
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Abb. 35: Vergleich des absoluten Expressionsprofils von KIM-1/HAVCR1

Im oberen Teil ist die absolute Expression von KIM-1/HAVCRI in den Ratten-Proben, im unteren Teil
in den humanen Proben nach der Behandlung mit einem (OTA bei NRK-52E, rPTCs, in vivo, hPTCs)
bzw. mehreren Nephrokarzinogenen (HK-2-Zellen mit 2NF, AA, KBrO;, NNM) dargestellt. Die
Expression in den priméren proximalen Tubuluszellen der Ratte (rPTCs) und des Menschen (hPTCs)
und in den HK-2-Zellen ist schon in den Kontrollen (griin) deutlich erh6ht gegeniiber der Expression
in der Rattenniere in vivo.

Im Gegensatz zu den genotoxischen Nephrokarzinogenen fiihrt der Vergleich der Daten
des Kaliumbromats (KBrO;) mit den entsprechenden in-vivo-Daten zu keinem sinnvollen
Ergebnis, da die in-vivo-Daten zu KBrO; keine spezifischen Anderungen erkennen lieBen.
Deshalb sollte mittels eines 'Pathway'-Programms versucht werden, Aufschluss iiber die
in-vitro-Wirkung des KBrO; zu geben. Dazu wurde das Programm Ingenuity verwendet, in
welches man die durch die Affymetrix-Technologie gefundenen 1715 Gene mit den
dazugehorigen Expressionsdaten einladen konnte. Das Programm berechnet aufgrund einer
kurierten Datenbank verschiedene Netzwerke und verkniipft die Gene entsprechend ihrer
wechselseitigen Beziehung zueinander. Die Anzahl der Netzwerke beruht letztlich auf der
Anzahl der in der Datenbank vorhandenen Gene und der in der Datenbank beschriebenen

Beziehungen der Gene untereinander.
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Zwei der 'Cluster' zeigten ein interessantes Netzwerk einiger Gene, die durch
Kaliumbromat verdndert wurden, und werden nun im Folgenden kurz beschrieben. Das
erste der in Abb. 36 gezeigten Netzwerke verdeutlichte die Induktion von Genen, die mit
oxidativem Stress, der auch schon in der Literatur im Zusammenhang mit der
Wirkungsweise des Kaliumbromats beschrieben ist, zusammenhéngen. Dieses Netzwerk
zeigte zum einen zwei Untereinheiten der y-Glutamyl-cysteinyl-Synthetase, die in der
Glutathion-Synthese eine wichtige Rolle spielt, und zum anderen eine Reihe von Genen,
die ebenfalls auf das Vorkommen von oxidativem Stress in den Zellen schliefen lassen.
Darunter fielen sowohl einige Hitzeschock-Proteine als auch die NADH:NADPH

Diaphorase.
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Abb. 36: KBrOs: Netzwerk oxidativer Stress

Verschiedene Gene, die durch KBrO; in der Zellkultur verandert wurden, konnten mittels des
Programms 'Ingenuity’ in Zusammenhang gebracht werden. Beziehungen von Genen, die mit
oxidativem Stress in Verbindung stehen, konnten in diesem Netzwerk abgebildet werden.

Das zweite Netzwerk (Abb. 37) hingegen zeigte durch KBrO; verdnderte Gene, die alle
durch p21/CDKNIA reguliert werden und in der Zellzyklusregulation und Proliferation
eine wichtige Rolle spielen. Zwar wurde p2/ auch durch die genotoxischen
Nephrokarzinogene induziert, allerdings traten noch weitere Gene zusitzlich auf, die auf
eine  DNA-Schiddigung schliefen lieBen. In diesem Netzwerk sind jedoch eher
Zellzyklusprogressions- und Proliferationsgene zu sehen. Ein weiteres Netzwerk zeigte
einige Gene, die in RNA-Schiadigung und Reparatur involviert waren.

Insgesamt konnten bei KBrOs in vitro zwar viele Verdnderungen gefunden wurden, in vivo
aber nicht, was auf eine homdostatische Regulation in vivo hindeuten konnte oder auf

einen Konzentrationseffekt in vitro, da die Zellen nicht mehr im Zellverband des intakten

Seite 93



Ergebnisse

Organs vorliegen.
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Abb. 37: KBrOs: Netzwerk Zellzyklusregulation und Proliferation

Gene, die durch KBrOs in der Zellkultur verdndert wurden, konnten mittels des Programms 'Ingenuity’
in Zusammenhang gebracht werden. Beziehungen von Genen, die mit Zellzyklusregulation und
Proliferation min Verbindung stehen, konnten in diesem Netzwerk abgebildet werden. Viele Gene in
diesem Netzwerk werden durch p21 reguliert.

Die Genlisten mit den Expressionsdaten der in der Diskussion aufgegriffenen Gene
befinden sich im Anhang. Die vollstdndigen Genlisten sind auf Anfrage bei der Autorin
erhiltlich.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden zunéchst genotoxische und nicht-genotoxische Nephrokarzinogene
nach in-vivo-Kurzzeitstudien mittels Genexpressionsanalyse miteinander verglichen.
Dieser Vergleich konnte zur Aufklirung der Mechanismen von frilhen Effekten von
genotoxischen und nicht-genotoxischen Nephrokarzinogenen beitragen. Dies konnte die
Moglichkeit der Klassifizierung der Nephrokarzinogene, und die Einschéitzung des
Gefahrenpotentials der Stoffe fiir den Menschen er6ffnen. Bislang wird der Langzeit-in-
vivo-Test fir die Klassifizierung von Substanzen und deren kanzerogenem Potential
verwendet. Um nun friilhe Verinderungen in den Organen aufzuspiiren, die im
Zusammenhang mit der Karzinogenese stehen kdnnten, wurden in dieser Arbeit Ratten mit
in der Literatur beschriebenen genotoxischen und nicht-genotoxischen Nephro-
karzinogenen bis zu 14 Tagen behandelt und anschlieBend drei verschiedene Zeitpunkte
mittels Genexpressionsanalyse untersucht. Dies gab zum einen einen Hinweis darauf, dass
schon aus Kurzzeitstudien Vorraussagen des Ergebnisses von Langzeitstudien moglich
sind und zum anderen, dass nach kurzer Zeit schon prignante Verdnderungen im Gewebe
auftreten, die den genotoxischen oder nicht-genotoxischen Mechanismen zugrunde liegen
bzw. helfen konnten diese aufzukléren.

In einem zweiten Teil dieser Arbeit wurde ein in-vitro-Modell fiir die Niere, primére
Nierenzellen der Ratte, durch einen Vergleich mit dem Nierenkortex in vivo
charakterisiert, um zu untersuchen, welche Signalwege in vitro noch vorhanden sind. Dies
konnte in Zukunft helfen, die Ergebnisse von Versuchen mit diesem Modell zu
interpretieren. Auflerdem wurden verschiedene in-vitro-Modelle - sowohl human als auch
von der Ratte - mit Nephrokarzinogenen behandelt und anschlieend mit in-vivo-Daten
verglichen, da diese die komplexen Zusammenhdnge am vollstindigsten widerspiegeln.
Dies gab zum Teil Aufschluss dariiber, welche von den in vivo betroffenen Funktionen und
Signalwegen auch in vitro beeinflusst werden.

Da derzeit auch ein pradiktiver Einsatz von Toxicogenomics fiir sowohl in vivo als auch in
vitro diskutiert wird, sind weitere Erkenntnisse zum Mechanismus in vivo und die

Etablierung von in-vitro-Modellen gleichermalien sehr wichtig.

4.1 Vergleich genotoxischer Nephrokarzinogene in vivo

Der Vergleich zwischen den genotoxischen Nephrokarzinogenen in dieser Arbeit zeigte,

dass durchaus Gemeinsamkeiten auf der Genexpressionsebene vorhanden waren. Der
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genaue Mechanismus der einzelnen Substanzen ist nicht ganz aufgeklirt, so dass der
Einblick in die Genexpression in der Niere aufgrund der Toxinapplikation neue

Erkenntnisse iiber den Wirkmechanismus zulassen konnte.

GEMEINSAME EFFEKTE DER GENOTOXISCHEN NEPHROKARZINOGENE

Bei dem Vergleich der Genexpression der Nieren nach der Einwirkung der drei
genotoxischen Nephrokarzinogene Aristolochiasdure (AA), 2-Nitrofluoren (2NF) und N-
Nitrosomorpholin (NNM) und der Kategorisierung der deregulierten Gene beziiglich ihrer
biochemischen Funktion, konnten anschliefend toxikologische Kategorien gebildet
werden, die die Richtung der Genderegulation miteinbeziechen. Auffallend war, dass p53-
Zielgene, wie p21 (CDKNIA), MGMT und MDM?2, die beim Signalweg oxidativer
Stress/DNA-Schidigung eine Rolle spielen, durch alle genotoxischen Nephrokarzinogene
induziert wurden, jedoch am stirksten durch 2NF und AA. Der Tumorsuppressor p53,
z. B. durch DNA-Schidigung aktiviert, spielt eine grofle Rolle im Zellzyklus-Checkpoint,
bei der DNA-Reparatur und bei der Apoptose, was zum Teil durch p21 (Zellzyklus-
Checkpoint) und MGMT (DNA-Reparatur) vermittelt wird (Amundson et al., 2001). Die
Induktion dieser Gene konnte somit darauf schlieBen lassen, dass DNA-Addukte durch
eine direkte Schiadigung der DNA durch die genotoxischen Nephrokarzinogene entstanden
sind, was ein Merkmal fiir genotoxische Karzinogene darstellt. Einige Studien
beschiftigen sich mit der Bildung von DNA-Addukten dieser genotoxischen
Nephrokarzinogene. Bei der Aristolochiasdure kommt es durch die Metabolisierung im
Korper zur Entstehung von Lactamen durch Nitroreduktion, wobei die direkte Korrelation
von der Entstehung der Addukte und der Initiation der Tumorentstehung nicht gegeben ist,
da auch in Nicht-Zielorganen Addukte zu messen sind (Arlt et al., 2002). Allerdings
konnten bestimmte Addukte identifiziert werden, die durch die Aktivierung mittels
Peroxidasen, die vermehrt im urothelialen System vorkommen, entstanden sein miissen
(Schmeiser et al., 1997). DNA-Addukte wurden sowohl in vitro als auch in vivo mittels
P*2-Markierung von Stiborova et al. (1994) identifiziert, deren Arbeitsgruppe in einer
spateren Studie die Aktivierung durch die Prostaglandin-H-Synthetase zeigen konnten
(Stiborova et al., 2001). Ebenso spielen diese Addukte, die in den Geweben von
'Arisolochic Acid Nephropathy' (AAN)-Patienten gefunden wurden, wahrscheinlich doch
eine wichtige Rolle in der Entstehung von Tumoren des Urothelialsystems (Schmeiser et
al., 1996; Gillerot et al., 2001; Lord et al., 2001), da sie auch in Ratten nach AA-
Exposition gefunden wurden (Pfau et al., 1990).

In der Literatur findet man ebenfalls einige Untersuchungen zu spezifischen DNA-

Addukten, die nach der Behandlung mit 2NF auftraten. Eine derartige Studie erbrachte
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neue Erkenntnisse iiber das sogenannte (dG(N*)-AAF), welches auch in einer in-vivo-
Studie mit 2NF von Cui et al. (1999) neben drei weiteren Addukten identifiziert wurde. Es
stellte sich heraus, dass dieses (dG(N?)-AAF) Addukt wahrscheinlich deswegen so lange
in der DNA bestehen bleibt, weil es nur minimal stort, eine erhohte Thermostabilitét
besitzt und deshalb nur ein schwaches Substrat fiir den 'nucleotide excision repair' darstellt
(Zaliznyak et al., 2006).

Neben den Genen, die eine Schidigung der DNA unterstiitzen, wurden aulerdem auch
Gene in dieser Arbeit selektiert, die fiir Proteine kodieren, die in oxidativen
Stress/Proteinschddigung und -/Detoxifizierung involviert sind, wie CUL2 und NQOI oder
GPX2. Nach Behandlung mit den genotoxischen Substanzen waren diese Gene, von denen
man weil}, dass sie nach oxidativem Stress verstarkt exprimiert werden (Kamura et al.,
2000; Dhakshinamoorthy und Jaiswal, 2001; Nishimura et al., 2007), hochreguliert.
Interessanterweise konnte von NQOI gezeigt werden, dass es in der Lage ist, die
Nitrogruppe von AA zu reduzieren, und demnach an der Entstehung von AA-Addukten
beteiligt sein konnte (Stiborova et al., 2003). Ebenso fiel eine ganze Reihe von Genen auf,
die in die Kategorie Uberleben/Proliferation sortiert wurden, wie z. B. NRG1, welches zur
Aktivierung von Mitgliedern der EGFR-Familie fiihrt (Sweeney et al., 2001), ebenso wie
SNK, die zu den Serin/Threonin-Kinasen der Zellzyklus assoziierten Kinasen gehort
(Kauselmann et al., 1999). Diese Hochregulierung konnte als Gegenregulierung zur
Schédigung der Zellen vonstatten gehen. Gleichermallen konnte es aber auch bedeuten,
dass diese Signale verstdrkt in Zellen mit bereits geschiddigter DNA vorkommen, was dann
wiederum zum Uberleben dieser Zellen und damit auch von mutierten Genomen fiihren
wiirde. Die Gene, die mit der Organisation der Zellstruktur assoziiert sind, konnten auch
als Antwort auf Stress zu deuten sein, der durch die Toxine hervorgerufen wird. Eine
verstirkte Expression dieser Gene konnte letztendlich auch der Schidigung des Gewebes
entgegenwirken. Dazu gehorten beispielsweise TNFRSF 124 und CAECAMI1. TNFRSF12A4
fiihrt zur Stimulation des NFkB Signalweges, der u.a. in Verbindung mit Stress steht.
CAECAM1 lasst sich auBerdem in die Gruppe der Tumorsuppressorgene einordnen und
steht im Zusammenhang mit einem tumorfreien Uberleben bei Melanomen und 'non-small
cell lung carcinoma' (Kammerer et al., 2004).

Die zahlenmiBig weniger herunterregulierten Gene zeigten sich in verschiedene
Kategorien involviert, so dass die Interpretation ihrer genauen Bedeutung schwer fillt.
Allerdings konnte beispielsweise eine Herunterregulation der Gene, die normalerweise an
der Aufrechterhaltung der Zellstruktur beteiligt sind, zu einer Auflésung der organisierten
Zellstruktur fithren, wie es in geschidigtem Gewebe der Fall ist. Aulerdem koénnten

metabolische Funktionen oder verschiedene Signalwege ausfallen, wenn Gene mit einer
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solchen Funktion nicht mehr exprimiert werden, und folglich zur Dedifferenzierung der

Zellen fiihren.

SPEZIFISCHE EFFEKTE DER GENOTOXISCHEN NEPHROKARZINOGENE

Nach 14-tdgiger Applikation der Aristolochiasdure wurde eine verstirkte Induktion von
Genen in den Nieren gefunden, die in die Immunabwehr involviert sind. Dieser Befund
steht im Einklang mit der histopathologischen Beobachtung der Einwanderung von
mononukledren Zellen. Diese Einwanderung der Zellen kénnte moglicherweise der in der
Literatur beschriebenen interstitiellen Fibrose und Tubulusatrophie vorausgehen. Nach
2NF-Gabe waren auBlerdem Gene hochreguliert, die mit dem RNA-Metabolismus
assoziiert sind. Darunter fielen Gene wie z. B. SMG1, welches am Abbau von 'Nonsense'-
RNA beteiligt ist (Yamashita et al., 2001) und DAZAP1, das als physiologisches Substrat
von ERK1/2 erkannt wurde, die zu den mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPKSs)
gehort und schon mit genotoxischem Stress in Zellkulturen in Verbindung gebracht wurde
(Yadavilli et al., 2007). So konnte SMGI durch eine Schidigung der RNA zusammen mit
den weiteren Genen, die hochreguliert waren und fiir die Entstehung und Stabilitdt von
RNA zustindig sind, induziert worden sein. Die Expression von DAZAPI konnte,
ebenfalls wie einige andere oben genannte Gene, ein Zeichen von Stress sein.

Allgemein wurden durch die Behandlung mit 2NF und AA mehr Gene in der Niere
dereguliert als durch NNM, wobei auch die Stirke der Deregulation durch beide
wesentlich deutlicher war. Generell scheint die Alkylierung der DNA ein wichtiges
Ereignis in der Karzinogenitidt von Nitrosaminen zu sein (Ashby und Lefevre, 1989),
allerdings kommen bei NNM Einzel- und Doppelstrangbriiche der Kern-DNA (Stewart,
1981), wie auch Strangbriiche der mitochondrialen DNA in der Leber hinzu (Wilkinson et
al., 1975). Eine weitere Studie zur Schiadigung der DNA zeigte, dass die 'unschedulded
DNA synthesis' (UDS) sowohl in der Leber als auch in den proximalen Tubuluszellen der
Niere nach NNM-Applikation vermehrt auftrat (Korr ef al., 2001). Weitere Anhaltspunkte
zum Mechanismus der Tumorentstehung durch NNM gibt es beispielsweise in der Studie
von Matsumoto et al. (1992), die herausfanden, dass keine Punktmutation des Codons 12,
13 oder 61 der ras Familie in renalen Geweben nach der Behandlung mit NNM vorlag,
welche in anderen Tumorentstehungen involviert zu sein scheint. Bannasch et al. (1986)
unterschieden nach Experimenten mit NNM und Streptozotocin zwischen drei
verschiedenen tubuldren Lésionstypen, wobei die chromophoben und basophilen Tubuli
aus den proximalen Tubuli und die oncocystischen Tubuli aus den distalen Nephronen
entstanden waren. Dass in der NNM-Studie dieser Arbeit weniger Gene und diese auch

nicht so stark im Vergleich zu AA und 2NF dereguliert waren, kdnnte auf die Dosis und
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die relativ kurze Dauer der Applikation zuriickzufiihren sein. Ein Versuch aus einer
anderen Studie mit 35 mg/kg KG/d zeigte deutlichere Signale (Daten nicht gezeigt), wobei
dort die Tiere friihzeitig verstarben. Dass aber einige Gene tendenziell in die gleiche
Richtung verdndert waren wie bei AA und 2NF spricht dafiir, dass NNM seine
Kanzerogenitit wie die beiden anderen Nephrokarzinogene iiber einen genotoxischen
Mechanismus ausiibt.

Insgesamt konnten viele Gene identifiziert werden, die auf einen &hnlichen
Wirkungsmechanismus der genotoxischen Nierenkarzinogene schlieen lassen. Es konnten
dhnliche Effekte, wie oxidativer Stress/DNA-Schidigung, Detoxifizierung und Einfluf auf
Uberleben/Proliferation und Organisation der Zellstruktur, nach der Einwirkung dieser
genotoxischen Nierenkarzinogene beobachtet werden. Solche Effekte schienen ebenfalls
nach AA-Gabe in der Niere von Eker- und Wildtyp-Ratten (Stemmer et al., 2007), aber
auch in der Leber nach Einwirkung bestimmter Leberkarzinogene in Kurzzeit-in-vivo-

Studien, darunter auch 2NF (Ellinger et al., 2004), involviert zu sein.

VERGLEICH DER GENEXPRESSION IN UNTERSCHIEDLICHEN ORGANEN NACH 2NF

Die Ahnlichkeit der genotoxischen Mechanismen in der Leber und in der Niere wurde in
dem Experiment mittels Genexpressionsanalyse nach Einwirkung von 2NF auf die Leber,
die Niere und das Herz bestitigt. Da 2NF ein Leber- und Nierenkarzinogen ist, sollte das
Herz als Nicht-Zielorgan dienen, was auch im Vergleich der Genexpressionsprofile gut zu
erkennen war. Dort zeigte sich, dass im Herz keine Verdnderungen stattgefunden hatten,
jedoch in der Leber und Niere zum Teil dhnliche Gene in gleicher Weise dereguliert
waren. Das schon erwéhnte p21 und CCNGI gehoren beide zu den p53-Zielgenen und
wurden deshalb der toxikologischen Kategorie oxidativer Stress/DNA-Schidigung
zugeordnet. Beide waren in der Leber und der Niere nach 2NF deutlich induziert. Des
Weiteren waren auch Gene, die nach oxidativem Stress induziert werden, in beiden
Organen hochreguliert. Dazu gehorten EPHXI! und NQOI, die in der Phase I der
Biotransformation aktiv sind, GSTP2, die im Phase-1I-Metabolismus eine Rolle spielt und
GPX2, die im Gluthationstoffwechsel wichtig ist. Zu den Genen, die in die toxikologische
Kategorie Uberleben/Proliferation sortiert wurden, gehdrten unter anderem NRG! und
TYMS, die in beiden Organen hochreguliert waren. Es wurde festgestellt, dass NRGI
Proliferation induzieren kann und dadurch das Uberleben beispielsweise von kardialen
Myozyten fordert (Zhao et al., 1998). TYMS spielt eine wichtige Rolle in der DNA-
Synthese und —Reparatur und ist so folglich auch wichtig fiir die Proliferation und das
Uberleben der Zellen, aber auch ein Angriffspunkt fiir Chemotherapeutika (Ladner, 2001).

Dieser Versuch zeigte, dass die Mechanismen, die der genotoxischen Wirkung von 2NF
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und eventuell der daraus folgenden Tumorentstehung zugrunde liegen, in verschiedenen
Organen vergleichbar sind. Die unverdnderte Genexpression im Herzen bestétigte, dass in
Nichtzielorganen beziiglich der Tumorentstehung die entsprechenden Gene nicht
dereguliert sind. Dies konnte vermutlich darauf zurlickzufiihren sein, dass 2NF im
Gegensatz zum Herzen in der Leber und der Niere metabolisiert wird. Da nun auch viele
Gemeinsamkeiten im Genexpressionsprofil der Nieren von mit den oben beschriebenen
genotoxischen Nephrokarzinogenen behandelten Ratten festgestellt wurden, gibt diese
Arbeit einen neuen FEinblick in die molekularen Mechanismen der genotoxischen

Nephrokarzinogene.

4.2 Vergleich nicht-genotoxischer Nephrokarzinogene in vivo

Neben den genotoxischen Nephrokarzinogenen wurden auflerdem nicht-genotoxische
Nephrokarzinogene in dieser Arbeit mittels Microarray-Technologie untersucht. Bisher
wurden wenige Studien zur Genexpression von nicht-genotoxischen Nephrokarzinogenen
durchgefiihrt. Allerdings existieren Studien zu Leberkarzinogenen, die zeigen, dass auch
bei nicht-genotoxischen Substanzen die Aufkldrung auf molekularer Ebene wichtig ist, um
deren Wirkungsmechanismus aufzudecken. Elrick et al. (2005) beschéftigten sich mit der
Rolle von metabolischem und oxidativem Stress, um einen Aufschluss iiber die nicht-
genotoxische Wirkung von Phenobarbital in der Rattenleber zu bekommen, die mit der
Niere ein wichtiges Ziel von Karzinogenen darstellt. Eine weitere Studie von Ellinger ef al.
(2005) zeigte, dass genotoxische Leberkanzerogene eine Induktion von Genen bewirkten,
die mit DNA-Schiadigung und Proliferation assoziiert waren, wohingegen nicht-
genotoxische Leberkanzerogene eher Gene induzierten, die vermutlich durch oxidative
Schidigungen von DNA und Proteinen induziert wurden oder in Prozesse wie
Regeneration und Zellzyklusprogression involviert waren.

In dieser Arbeit wurden Ochratoxin A (OTA) und Kaliumbromat (KBrOs) als nicht-
genotoxische Nephrokarzinogene eingesetzt. Zwar war ein Vergleich der beiden
Substanzen nicht moglich, da durch KBrO; kaum Verdnderungen im Genexpressionsprofil
auftraten, aber die Analyse der Ochratoxin-A-Daten erlaubte einen detaillierten Einblick in

die Verdnderungen der Genexpression, wie im folgenden aufgefiihrt.

GENEXPRESSIONSANALYSE NACH APPLIKATION VON OTA
Zur Wirkungsweise von OTA existiert eine Reihe von Studien und Theorien,
beispielsweise beschrieben Zanic'-Grubisic” et al., (2000), dass OTA, aufgrund seiner

strukturellen Ahnlichkeit zu Phenylalanin, die Biosynthese von Phenylalanin hemmt und
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somit die Proteinsynthese zum Erliegen bringt. Eine genotoxische Wirkungsweise und die
Bildung von Addukten konnte bisher nur in Arbeiten einer Gruppe gezeigt werden
(Castegnaro et al., 1998). Die Bildung dieser Addukte wurde aber in einigen Studien
widerlegt (Gautier et al., 2001; Mally et al., 2004). Ebenfalls kontrovers scheinen die
Ergebnisse iiber die Mutagenitit von OTA, die auller bei wenigen Studien (Obrecht-
Pflumio ef al., 1999) eher negative Ergebnisse lieferten. Auch die Akkumulation von
a,-Globulin wurde als mdoglicher Mechanismus ausgeschlossen (Rasonyi et al., 1999).
Zur Metabolisierung von OTA findet man in der Literatur viele verschiedene Ansétze, wie
etwa eine Dechlorinierung, die eine Formierung des Hydrochinonderivates ermdglicht
(Gillman et al., 1999) oder die Bildung des hydroxylierten Ochratoxin A (Storen et al.,
1982).

Bei der Analyse der Microarrays, die mit der Nieren-RNA von Tieren, die mit 3 mg/kg KG
OTA pro Tag behandelt und nach einem, drei und sieben Tagen hybridisiert wurden,
konnten folgende Verdnderungen festgestellt werden: Unter den schon an Tag 1 oder 3
hochregulierten Genen befanden sich ebenfalls einige Gene, die auch schon im
Zusammenhang mit den genotoxischen Nephrokarzinogenen beschrieben wurden, wie
z. B. die p53-Zielgene p21, MDM?2, MGMT, die auf eine DNA-Schidigung hindeuten. Da
p53 aber auch durch oxidativen Stress aktiviert werden kann und 'oxidative stress
responsive' Gene wie BTG2 und PAG608 hochreguliert waren, kann eine oxidative DNA-
Schédigung nach OTA-Behandlung angenommen werden (Higashi et al., 2002; Dandrea et
al., 2004). AuBlerdem waren einige Gene, die die Zelle vor oxidativem Stress schiitzen, wie
die beiden Untereinheiten der y-Glutamylsynthetase GCLC und GCLM, aber auch GGTI
und MSRA, herunterreguliert, was dafiir spricht, dass der aufgetretene oxidative Stress
noch verstérkt wurde. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den Ergebnissen aus
anderen Studien, in denen oxidativer Stress als mdglicher Mechanismus fiir die OTA
induzierte Toxizitdt in Betracht gezogen wurde (Mally et al., 2005, Stemmer et al., 2007).
Ebenso waren einige HSPs hochreguliert, die durch die oxidative Schidigung von
Proteinen induziert worden sein konnten. Unter den Genen, die auf eine allgemeine
Stressantwort schlieen lassen und ebenfalls schon zu den fritheren Zeitpunkten induziert
waren, befanden sich Gene, wie beispielsweise /EX], HIF1A4, JUN und CTNNBI. Auch
waren mehrere Gene, die in die Organisation der Gewebestruktur involviert sind, nach
kurzer Zeit hochreguliert. Neben den genannten Genen waren auflerdem noch Gene wie
z. B. CASP3, CASPS8, LGALSI! und PDCDS5, die mit Apoptose assoziiert sind,
hochreguliert. Die Expression dieser Gene korreliert mit den histopathologischen
Befunden, die Einzelzellnekrosen erkennen lieBen. Liihe et al. (2003) konnten ebenfalls

zeigen, dass nach der Behandlung von sowohl Ratten in vivo als auch von priméren
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proximalen Tubuluszellen der Ratte in Kultur eine erhohte Expression von Genen erfolgte,
die in DNA-Schiadigung, Apoptose und oxidativen Stress involviert sind.

AuBlerdem war SMP30 (Regucalcin), das fiir die intrazelluldre Calciumhomdostase
zustdndig ist und auch schon durch andere Nephrotoxine inhibiert wurde (Misawa und
Yamaguchi, 2001), herunterreguliert, was auf eine Stérung der Calciumhomdostase
schlieBen lasst. Auftillig waren bei OTA sehr viele Gene, die erst an Tag sieben sehr stark
induziert waren. Unter diesen waren Gene, die vor allem mit DNA-
Replikation/Zellzyklusprogression/Zellteilung, Gewebeorganisation, RNA— und Protein-
metabolismus sowie Uberleben/Proliferation zusammenhingen und fiir diese Prozesse
wichtig sind. Deshalb wurden diese Signale als Regeneration bzw. regenerative
Proliferation gedeutet. Diese Gegenregulation nach zytotoxischen Ereignissen im
Nierengewebe durch die Einwirkung von OTA kdnnte einer Hyperplasie vorausgehen und
letztlich zur neoplastischen Transformation fithren (Dietrich und Swenberg, 1991). Die
verstirkte Expression von PCNA, MCM3, CCNBI, CCNB2, TOP24 und TUBBS, die in
der DNA-Replikation, dem Zellzyklus oder der Spindelformation aktiv sind, konnte mit
der in der Histopathologie beobachteten Mitose einhergehen. Solche regenerativen
Antworten konnten ein Merkmal fiir nicht-genotoxische Karzinogene sein, da sie auch
schon bei Ellinger et al. (2005) nur fiir die nicht-genotoxischen Karzinogene der Leber
identifiziert wurden. Diese Gene wurden in dieser Arbeit nicht durch die genotoxischen
Nephrokarzinogene induziert, sondern nur durch OTA.

Gleichzeitig zu diesen hochregulierten Genen waren fast ebenso viele Gene
herunterreguliert. Da so viele herunterregulierte Gene in metabolische Prozesse, wie der
Biotransformation (u.a. verschiedene CYPs, ALDHIAI, GNMT, GSTA1, GSTA2), dem
Aminosdure-, Lipid- und Kohlenstoffmetabolismus und der Synthese von
Makromolekiilen wie Proteinen und Steroiden involviert sind, wurde das Fehlen ganzer
biochemischer Signalwege als Dedifferenzierung bezeichnet. Weil fiir die
ausdifferenzierten Nierenzellen ihre metabolische Funktion essentiell ist, kann das Fehlen
der Enzyme dieser Prozesse das Nierengewebe schidigen, was auch schon aus den
histopathologischen Beurteilungen hervorgeht. Ein weiteres charakteristisches Merkmal
fiir ausdifferenzierte Nierenzellen ist das Vorkommen vieler spezieller Transportprozesse.
Durch OTA wurden viele Gene, die beim Membrantransport wichtig sind,
herunterreguliert. Beispielsweise war der NPT72-Transporter, der wichtig fiir die
Resorption von Phosphat durch den Biirstensaum der Nierentubuli ist (Prie et al., 2001),
herunterreguliert, so auch der NBC-Transporter, der den Cotransport von Natrium und
Bikarbonat im proximalen Tubulus regelt (Aalkjaer et al., 2004). Weitere wichtige

Transporter fiir die Niere stellen der NAS/-Transporter, der den natriumabhéngigen
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Sulfattransport regelt, der SDCTI-Transporter, der fiir den Zitratgehalt des Urins zustdndig
ist, aber auch der OATKI-Transporter dar, ein nierenspezifischer Transporter fiir
organische Anionen (Masuda, 2003). Durch die Herunterregulation dieser Transporter
wird die physiologische Funktion der Nieren beeintrdchtigt und es kommt zur Schadigung
der Niere. Zu diesen sehr wichtigen Genen wurden auBlerdem noch Gene vermindert
exprimiert, die in der Gewebeorganisation eine Rolle spielen, was zum Verlust der
Aufrechterhaltung dieser Strukturen fiihren und somit mit dem beobachteten Zerfall der
normalen Nierenstruktur in der Histologie einhergehen konnte.

Gleichzeitig befanden sich unter den selektierten Genen einige, die in der epithelialen
mesenchymalen Transition (EMT) und in der Entstehung von Fibrosen eine Rolle spielen,
wie z. B. PLAU, MEPIA, TGFBI1+2, NOTCH2 und AMBP, die ebenfalls in einer Studie
von Stemmer et al. (2007) durch OTA in Ratten dereguliert waren. DCN, FNI und
Claudine wurden in einer Studie zur interstitiellen Fibrose bei Mausen entdeckt (Sadlier et
al., 2004), ebenso wurden sie in dieser Arbeit nachgewiesen.

In einer interessanten Studie von Marin-Kuan ef al. (2006), in der Ratten 300 pg/kg KG
OTA pro Tag bis zu zwei Jahre erhielten, stellten die Autoren die Inhibierung von
Signalwegen, die durch HNF4o und Nrf2 reguliert werden, als plausiblen Mechanismus in
der OTA induzierten Karzinogenese dar. Damit wiirden einige Wege der zelluldren
Abwehr aufler Kraft gesetzt und folglich eine Steigerung von oxidativem Stress bewirkt
werden, was letztlich in der Entstehung von Krebs endet. HNF4A4 war auch in der OTA-
Studie dieser Arbeit herunterreguliert, und auch die Deregulation einiger anderer Gene
stimmt {iberein, so dass man zumindest daraus schlieen kann, dass die Veranderungen,
die in beiden Studien beobachtet wurden, nur bedingt konzentrationsabhédngig und fiir die
Aufkliarung des moglichen Wirkungsmechanismus von OTA in den Nieren wichtig sind.
Einen wiederum anderen Weg der Wirkungsweise erforschte die Gruppe von Rached et al.
(2006). Sie beobachteten, dass OTA den Ubergang zwischen Meta- und Anaphase
blockiert, so dass verdnderte 'Giant'-Zellen mit vergroflerten oder vermehrten Zellkernen
auftraten. AuBerdem wurde NfikB aktiviert, welches zur vorzeitigen Mitosebeendigung
filhren konnte mit einer blockierten oder asymmetrischen Zellteilung, die dann zu
zytogenetischen Verdnderungen und Tumorformationen fiihrt. Ahnliche vergroBerte
Zellkerne wurden auch im Rahmen dieser Arbeit beobachtet, die mit dieser Theorie erklart
werden kénnten.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit viele Gene verdndert, die auf DNA-
Schidigungen durch oxidativen Stress nach der Einwirkung von OTA schlieen lassen.
Des Weiteren waren Gene hochreguliert, die mit Zellzyklusprogression, DNA-Replikation

und Uberleben/Proliferation assoziiert wurden. Diese Veriinderungen wurden als
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regenerative Prozesse zusammengefasst, die nur durch OTA und nicht durch die
genotoxischen Nephrokarzinogene induziert wurden. Die herunterregulierten Gene, die
zum grofiten Teil fiir Proteine kodieren, die fiir metabolische Prozesse und
Membrantransport wichtig sind, wurden als Dedifferenzierung der Nierenzellen
interpretiert, da vermutet werden kann, dass wichtige Funktionen der Niere dadurch

beeintrachtigt wurden.

GENEXPRESSIONSANALYSE NACH APPLIKATION VON KBROj3

Zu Kaliumbromat wurden drei verschiedene Dosen untersucht - 30, 60 und 90 mg/kg KG
pro Tag -, wobei durch keine der Dosen starke Verdnderungen im Expressionsprofil
auftraten. Die Gene, die nach der statistischen Analyse selektiert wurden, waren an sehr
unterschiedlichen Signalwegen beteiligt und lieBen somit keine eindeutigen Riickschliisse
auf die molekularen Ereignisse zu, die durch KBrO; aufgetreten sein miissten. Diese
unspezifischen Verdnderungen bestitigen die in der Histopathologie befundeten
unspezifischen Verdnderungen der Nierentubuli. Dies kdnnte an der Dosis liegen, wobei in
der Literatur auch schon mit einer geringeren Dosis das Vorkommen von Tumoren stieg.
Allerdings wurden andere Rattenstimme verwendet, wodurch die Tumorinzidenzen nicht
direkt vergleichbar sind. So waren beispielsweise nach einer Applikation von 38 mg/kg
KG pro Tag fiir bis zu 100 Wochen bei 12 von 43 Fischer-Ratten renale Tumore erkennbar
(Matsushima et al., 1986). In einer weiteren Studie wurden Fischer-Ratten ebenfalls 104
Wochen lang bis zu 43 mg/kg KG Kaliumbromat im Trinkwasser verabreicht. Daraus
resultierten tubuldre Adenome und Karzinome in 9 von 20 Tieren (Kurokawa et al., 1986).
Auflerdem entstammen diese Befunde aus in-vivo-Studien, die iiber einen viel ldngeren
Zeitraum stattgefunden haben, was im Falle von KBrO; bedeuten kénnte, dass nach der
kurzen Zeit, die in dieser Arbeit festgelegt wurde, noch keine pragnanten Verdnderungen
zu erkennen sind. Viele Studien zu KBrO; befassten sich mit der Rolle von oxidativem
Stress und der daraus resultierenden DNA-Schidigung als moglichen Mechanismus der
Karzinogenitdt (Chipman et al, 1998; Murata et al, 2001). Die Entstehung von 8-
Oxodeoxyguanosin (8-oxodG) durch oxidativen Stress wurde ebenfalls in einigen Studien
untersucht (Umemura et al., 2004; Ballmaier und Epe, 2006, Kawanashi und Murata,
2006), wobei das letztlich DNA schddigende Molekiil noch nicht bestimmt wurde. Eine
Induktion von Genen assoziiert mit dem Glutathionmetabolismus wurde in einer Studie
von Delker et al. (2006) nur nach Verabreichung der hohen Dosis (400mg/l) beobachtet,
nicht jedoch nach der niedrigen Dosis (20mg/l), wobei dies mit der Sattigung durch
anfingliche hohe intrazelluldre Sauerstoffradikale erkldrt werden konnte. Die

intraperitoneale Applikation von 125 mg/kg KG KBrO; bei Wistar-Ratten verursachte eine
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Reduktion des renalen Glutathionlevels (Khan und Sultana, 2005), was durch die schnelle
Oxidationsreaktion zwischen dem Glutathion und den durch oxidativen Stress
entstandenen Oxidantien zu erkldren sein konnte. In der Studie dieser Arbeit waren nur
FKBP5 und p21 mit einer konsistenten Induktion durch die héchste Dosis (90 mg/kg KG
pro Tag) hochreguliert, die auf oxidativen Stress entweder durch DNA-Schidigung oder
Proteinschiadigung deuten lassen. Die in-vivo-Studien in dieser Arbeit lassen keine

Aussage iiber den Mechanismus von Kaliumbromat in den Nieren von Ratten zu.

4.3 Proximale Tubuluszellen der Ratte als Beispiel fiir ein in-vitro-
Modell der Niere

Unter dem Aspekt der '3 R’s' 'Reduction’, Refinement' and 'Replacement' sollten nun in
einem weiteren Teil der Arbeit in-vitro-Modelle der Niere optimiert bzw. etabliert werden.
Zunichst sollte ein in-vitro-Modell fiir die Niere — primére proximale Tubuluszellen der
Ratte — im unbehandelten Zustand direkt mit dem Rattennierenkortex in vivo auf
molekularer Ebene beziiglich exprimierter Funktionen und Signalwege verglichen werden.
Deshalb wurden die proximalen Tubuluszellen der Ratte bis zu 14 Tage in Kultur gehalten
und mit dem Rattenkortex in vivo mittels Genexpressionsanalyse verglichen. Die Niere
besteht zwar aus 15-20 verschiedenen Zelltypen, wie z. B. mesangiale, interstitielle und
epitheliale Zellen, die alle sehr spezialisierte Funktionen besitzen (Kriz und Bankir, 1988).
Es hat sich aber in verschiedenen Studien herausgestellt, dass die proximalen
Tubuluszellen eine entscheidende Rolle in der Nephrotoxizitit und Karzinogenese spielen.
Daher ist es sinnvoll, diese Zellen als in-vitro-Nierenmodell einzusetzen. Einige
Unterschiede, die sich zwischen den Zellen und dem Kortex ergeben, konnen demnach
auch auf die unterschiedliche Zusammensetzung zuriickgefiihrt werden, allerdings stellen
die Mehrheit der Zellen des Kortex die proximalen Tubuluszellen dar (Haschek und
Rousseaux, 1991; Pfaller 1982), was diesen Vergleich durchaus sehr sinnvoll erscheinen
lasst. AuBerdem konnte beobachtet werden, dass die Expression bestimmter Marker des
proximalen Tubulus in vivo ebenfalls in vitro differentiell exprimiert waren.

Nach der funktionellen Kategorisierung konnten sowohl Gemeinsamkeiten als auch
Unterschiede zwischen den primédren Zellen und dem Nierenkortex in vivo festgestellt
werden. Es zeigte sich eine Reihe metabolischer Signalwege, die herunterreguliert waren,
die somit auf eine Dedifferenzierung der Zellen beziliglich in vivo vermuten liefen. Im
Gegensatz dazu enthielten die Kategorien, wie Zelladhdsion/Migration, Zytoskelett und
Proliferation, Gene, die deutlich stirker induziert waren gegeniiber dem Kortex, was
wahrscheinlich als eine Anpassung an die neue Umgebung zu deuten ist (Abb. 38).

Einzelne Signalwege werden im Folgenden genauer diskutiert.
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DEDIFFERENZIERUNG

Alle herunterregulierten Gene, die in metabolischen Prozessen eine Rolle spielen, wurden
als Dedifferenzierung interpretiert, da ihr Ausfall, vor allem wenn viele Gene eines
gleichen Signalweges betroffen sind, ein Verlust der metabolischen Aktivitit bedeutet, die
essentiell fiir die Niere ist. Davon waren vor allem Signalwege, wie Aminoséure-,
Kohlenstoff-, Lipid- und Vitaminmetabolismus betroffen. Einige der Signalwege und

spezifische Gene werden in den ndchsten Abschnitten aufgefiihrt.

BIOTRANSFORMATION

Eine wichtige metabolische Aktivitdt der Niere ist die Biotransformation von endogenen
und exogenen Substanzen, einschlielich der Phase-I- und Phase-II-Reaktionen. Da iiber
80 % der deregulierten Gene, die mit Biotransformation assoziiert waren, im Vergleich
zum Nierenkortex herunterreguliert waren, ldsst dies ebenfalls auf eine Dedifferenzierung
in vitro schlieen. Die verminderte Expression von CYP4A43 beispielsweise konnte die
homoostatische Funktion der Niere beeintrachtigen, da die CYP4A4-Enzyme die Entstehung
von 20-Hydroxyeicosatetraensdure (20-HETE) katalysieren, die wiederum Effekte auf die
renale Blutversorgung und den lonentransport ausiibt (Zou et al., 1994). AuBBerdem konnte
eine vermehrte Induktion des CYP4-Enzymsystems in hypertensiven Ratten nachgewiesen
werden (Kroetz et al., 1997). Durch die Herunterregulation dieser Gene wird das
Vermogen sowohl zur Entgiftung als auch zur Bioaktivierung herabgesetzt, welches bei
einer Behandlung der Zellen mit Toxinen, die z. B. normalerweise eine Bioaktivierung

bendtigen, in Betracht gezogen werden sollte.

DIFFERENZIERUNG/ORGANOGENESE

Hierunter wurden Gene zusammengefasst, die entweder mit der renalen Differenzierung
selbst oder aber mit der generellen Entwicklung in Verbindung standen. Die renal-
spezifische Oxidoreduktase (RSOR) spielt in der Tubulogenese der kortikalen Tubuli eine
wichtige Rolle (Kanwar et al., 2002). Die herunterregulierte Expression in vitro konnte
eine Anpassung an das zweidimensionale in-vitro-System sein, in dem die Gene, die in der
Organogenese wichtig sind, abgeschaltet werden. Das Homolog zum Angiotensin-
Konversions-Enzym 2 (ACE?2), Collectrin (TMEM?27), wurde ausschlieBlich in der Niere
entdeckt (Zhang et al., 1999) und ist dort auf der luminalen Oberfliche und im Zytoplasma
des Sammelrohrs (Zhang et al., 2001) zu finden. Deshalb kdonnte die verminderte
Expression auf das Fehlen des entsprechenden Zelltyps in der Kultur der proximalen

Tubuluszellen zuriickzufiihren sein.
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OXIDATIVER STRESS

Einige Gene des GSH-Syntheseweges, wie z. B. die Untereinheiten der y-Glutamyl-
cysteinyl-Synthetase GCLC und GCLM, und noch weitere Gene, die fiir die
Detoxifizierung von reaktiven  Sauerstoffspezies zustindig sind, wie die
Superoxiddismutase 2 (SOD2), Kupfer-Zink-Superoxiddismutase (SOD3) und die Katalase
(CAT), waren in den Zellen der Zellkultur deutlich weniger exprimiert im Vergleich zu in
vivo. Dieses konnte sich auf den Umgang von oxidativem Stress derart auswirken, dass das

Zellsystem nicht mehr in der Lage ist den oxidativen Stress zu bewéltigen.

Hauptkategorien der hochregulierten
Gene in den proximalen Tubuluszellen im
Vergleich zur Niere in vivo

Stress
Apoptose
A_mmosaureme_tabo"smus Stress als Antwort auf die neue Umgebung
Biotransformation
Lipidmetabolismus Metabolismus allgemein
Kohlenstoffmetabolismus Proteinmetabolismus
Energiemetabolismus RNA-Metabolismus
Intrazellulédrer Transport
Zytoskelett

Zelladhasion / Migration

Synthese und Transport neuer Proteine
Anpassung an die neue Umgebung

Membrantransport ) > e
Differenzierung in eine Gewebekulturzelle

lonenhomdostase

Regulation der Genexpression
Regulation der Proliferation
DNA Replikation

Zellzyklus / Proliferation

Proliferation in Kultur

Abb. 38: Proximale Tubuluszellen aus der Niere von Ratten im Vergleich zur Rattenniere in
vivo — Gen-Kategorien
Interpretation und Uberblick iiber die wichtigsten herunter- und hochregulierten Signalwege in vitro

verglichen mit in vivo.

PROTEINMETABOLISMUS

Zu diesen herunterregulierten Genen gehdrten Gene, die an der Degradation und der
Modifikation von Proteinen beteiligt sind. Darunter befanden sich auch das 'kidney-
derived aspartic protease-like protein' (KDAP) und die Glutamylaminopeptidase (EAP).
Beide Gene sind ein Beispiel fiir herunterregulierte Gene, deren normale Funktion sehr

bedeutend fiir die Niere in vivo ist. Fiir KDAP wurde nachgewiesen, dass es sehr wichtig
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fiir die physiologische Funktion von Mausnieren ist und vorwiegend in der Pars recta des
proximalen Tubulus vorkommt (Mori et al, 1997), abhingig vom Stadium der
Nephrogenese (Mori et al, 2001). AuBerdem ist ein verminderter Level an
ausgeschiedenem Protein im Urin ein Anzeichen fiir eine Dysfunktion der Niere (Schauer-
Vukasinovic et al., 2001). EAP spielt eine essenticlle Rolle in der Niere bei der
Konversion des Angiotensin II zu Angiotensin III (Hus-Citharel ef al., 1999) und ist somit

an der Regulation des Blutdrucks beteiligt.

SIGNALTRANSDUKTION

Die Herunterregulation des CaM-KII-Inhibitor-Protein (CAMK2NTI) steht im Einklang mit
der verstirkten Induktion der Calcium/Calmodulin abhingigen Proteinkinase Kinase 2,
beta (CAMKK?). Da beide transient und gegensdtzlich nur wéhrend frither Zeitpunkte
dereguliert sind, kénnte man darauf schlieBen, dass eine transiente Stérung des Ca”'-
Signalweges vorliegt. Des Weiteren wurden Gene, die in hormonelle Signalwege
involviert sind, in vitro wesentlich weniger exprimiert, so auch der Prolaktinrezeptor
(PRLR) und das 'kidney androgen-regulated protein' (KAP). Das Fehlen dieser
hormonellen Signalwege ist wahrscheinlich durch die in-vitro-Umgebung bedingt, da hier

im Gegensatz zum intakten Organ keine hormonellen Einfliisse vorliegen.

DEDIFFERENZIERUNG — VERLUST DER NIERENSPEZIFISCHEN FUNKTIONEN

75 % der Membrantransporter wie z. B. der organische Kationentransporter 2 (OCT2), der
exzitatorische Aminosduretransporter 3 (EAAT3), und der renale Natrium/Sulfat-
Cotransporter (NASI/) waren in den proximalen Tubuluszellen herunterreguliert im
Vergleich mit in vivo. Da Membrantransporter in der Niere eine entscheidende Rolle
spielen, bedeutet diese Herunterregulation eine weitere Limitierung des Zellmodells. Auch
beim Versuch des Aufschlusses von Toxizititsmechanismen mit Toxinen kdnnte der
Verlust von Membrantransportern, die fiir den Export und die Aufnahme von Toxinen
notwendig wiren, die Sensitivitit des Modells stark beeintrdchtigen. Im Zusammenhang
mit den Membrantransportern ist noch eine weitere Gruppe von Genen zu nennen, die mit
der Energieerzeugung in Verbindung stehen, und herunterrreguliert waren, da viele
Transportprozesse auch gleichzeitig energieabhidngige Prozesse darstellen. Auflerdem
ibernehmen die Gene, die verantwortlich fiir das Ionengleichgewicht sind, eine wichtige
Rolle in der Niere, da sie den Wasser- und lonenhaushalt der Niere regeln. Die meisten
dieser Gene waren ebenfalls sehr niedrig in den Zellen exprimiert, wie beispielsweise die
carbonische Anhydrase II (CA2) und das 'iron-responsive element binding protein 1'

(IRE-BPI). Zusammenfassend konnte man feststellen, dass die primédren Nierenzellen
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gegeniiber der Niere in vivo dedifferenzieren und grof3e Teile ihrer natiirlichen und fiir das
intakte Organ essentiellen Funktionen verlieren, was moglicherweise daran liegt, dass
diese Funktionen in vitro nicht bendtigt werden.

Im Folgenden werden die in vitro stirker exprimierten Gene diskutiert.

STRESS AUFGRUND DER NEUEN UMGEBUNG

Die isolierten Zellen zeigten eine Reihe von stressinduzierten Genen, die mit generellem
Stress, oxidativem Stress, Apoptose und Uberleben assoziiert waren. Zum Beispiel waren
mehrere 'immediate early response' Gene einschlieBlich dem TWEAK-Rezeptor
(TNFRSF124) (Meighan-Mantha et al., 1999), dem 'radiation-inducible immediate-early
gene' (/EX1), dem 'early growth response protein 1' (EGRI) (Kharbanda et al., 1993) und
der MAPK-Phosphatase-1 (MKPI) (Ryser et al., 2004) zu allen Zeitpunkten hochreguliert
— alles Gene, die rapide nach der Zugabe von Wachstumsfaktoren oder Stress induziert
werden. Um die schnelle Expression von /EX] in Stresssituationen zu gewahrleisten, wird
es gleich von mehreren verschiedenen Transkriptionsfaktoren, wie p53, NFxB und c-Myc
reguliert (Wu, 2003), was auch die Induktion in der Zellkultur erkldrt. EGRI (Bauer et al.,
2005) und MKPI (Ryser et al., 2004) dagegen werden durch die Aktivierung von ERK
induziert, die zu den sogenannten mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPKs) gehort. Des
Weiteren wurden hochregulierte Gene wie Ceruloplasmin (CP) und Fibrinogen alpha
(FGA) (Caglar et al., 2002; Liihe et al., 2003; Thukral et al., 2005; Uriu-Adams et al.,
2005) in der Niere wihrend einer Inflammation oder oxidativem Stress detektiert.
Lipocalin 2 (LCN2), das ebenfalls durch NFxB unter bestimmten Bedingungen (Cowland
et al., 2003) hochreguliert wurde, konnte auch als priadiktiver Marker flir akute
Nierenschiden, z. B. nach einer Nierentransplantation, identifiziert werden (Mishra et al.,
2005, 2006). Neben diesen allgemeinen Stress-Genen zeigten sich auch typische Gene, die
durch oxidativen Stress induziert werden, in vitro hochreguliert. Dazu zdhlen die
Hamoxygenase (HO-1), die NADPH-Quinon-Oxidoreduktase (NQOI), die Glutathion-
peroxidase 2 (GPX2), Metallothionein (M7-II) (Andrews, 2000) und einige HSPs, die im
in-vitro-Modell starker exprimiert waren als in vivo. HO-1 und NQOI stellen Zielgene des
Transkriptionsfaktors NRF2 dar (Hayes und McMahon, 2001), der eine wichtige Rolle in
der Regulation von ARE-Genen besitzt. Aus diesen Beobachtungen kann geschlossen
werden, dass die in-vitro-Umwelt (oxidativen) Stress auf die Zellen ausiibt. Dass allerdings
auch einige Gene, die in den GSH-Metabolismus involviert sind, herunterreguliert waren,
konnte  mit  der  Herunterregulation  verschiedener  Transkriptionsfaktoren
zusammenhédngen, die wiederum mit der Dedifferenzierung der Zellen in Kultur

einhergeht.
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STRESS, APOPTOSE, UBERLEBEN

Da sowohl pro— als auch antiapoptotische Gene induziert wurden, und sich darunter in
beiden Gruppen p53-Zielgene befanden, sind diese Verdnderungen wahrscheinlich in
erster Linie ebenfalls auf Stress zuriickzufiithren. In verschiedenen Prozessen, wie
Apoptose, DNA-Reparatur und Zellzyklusarrest iibt p53 eine wichtige Regulationsfunktion
aus (Amundson et al., 2001), aber auch bei diversen Stresseinwirkungen (Erster and Moll,
2005). Proapoptotische p53-Zielgene waren u.a. Bcl2-assoziiertes X-Protein (BAX) und
'four and a half LIM domains 2' (FHL?2), antiapoptotische p53-Zielgene waren dagegen die
Ubiquitin-E3-Ligase (MDM?2), die ihrerseits wiederum zum Abbau von p353 fiihrt
(Khosravi et al., 1999). Die Hochregulation von p53 selbst fiihrte aulerdem noch zu der
vermehrten Expression von Zellzyklusarrest-Genen wie 'cyclin-dependent kinase inhibitor
1A' (CDKNIA) und 'B-cell translocation gene 2' (BTG2). Fraglich ist, ob apoptotische
Gene wie Caspase 3 (CASP3), 'programmed cell death 5' (PDCDJ5) und antiapoptotische
Gene wie 'apoptosis inhibitor survivin' (BIRCS5) (Deveraux and Reed, 1999; Yan et al.,
2005) und Clusterin (CLU) (Miyake et al., 2002) in derselben Zelle gleichzeitig
hochreguliert oder ob diese Antworten in getrennten Zellen ablaufen. Durch diese Gene
wird klar, dass auf die Zellen verschiedene Stresseinwirkungen nach der Isolation und
wihrend der Kultivierung einwirken, die wiederum durch verschiedene Signalwege, wie
P53, NFkB und ERK, ihren Lauf nehmen.

SYNTHESE UND TRANSPORT NEUER PROTEINE — ANPASSUNG AN DIE NEUE UMGEBUNG
Gleichzeitig zur oben beschriebenen Dedifferenzierung fand eine Differenzierung der
Zellen in eine Zellkulturzelle statt, die durch die Induktion vieler Gene gekennzeichnet

war. Die Kategorien der hochregulierten Gene werden im Folgenden erldutert.

METABOLISMUS, METABOLISMUS — ANABOLISMUS, METABOLISMUS - ENERGIEZUFUHR

Unter den wenigen hochregulierten Genen, die in Metabolismus involviert waren, konnten
funf Gene mit Biotransformation assoziiert werden. Darunter war z. B. CYP1A41, das auch
in isolierten Hepatozyten im Vergleich zur Leber in vivo hochreguliert ist (Boess et al.,
2003). Ein Grund fiir die Induktion kdnnte ebenfalls die schon beobachtete stressinduzierte
Expression sein (Loaiza-Perez et al., 2004; Roos et al., 2004), aulerdem fehlt in vitro die
hormonelle Regulation desselben. AKRIB4 und AKRIBS konnten mit erhShtem
osmotischem Druck, der in der Kultur vorherrscht, in Zusammenhang stehen, da sie
Hexosen zu osmolytischem Sorbitol reduzieren kénnen (Bagnasco et al., 1987) und fiir
beide nachgewiesen wurde, dass sie bei hyperosmotischem Stress induziert werden kénnen

(Cao et al., 1998). Weitere ,,Metabolismus“-Gene, die in vitro hochreguliert gegeniiber in
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vivo vorlagen, waren die Asparaginsynthetase (4ASNS) und die 'delta 1-pyrroline-5-
carboxylate synthetase' (PYCS), die an der Argininsynthese beteiligt ist. Interessanterweise
war auch der 'high-affinity cationic amino acid transporter' (CAT/) in dem Zellsystem
hochreguliert, der hauptséchlich fiir den Transport von Arginin verantwortlich ist. Zager
und Johnson (2001) stellten fest, dass durch eine direkte und systemische Schiadigung der
Tubuli der renale kortikale Cholesterolgehalt ansteigt, der wiederum zum Anstieg der
Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-Reduktase (HMGCR) fiihrt, einem limitierenden Enzym
in der Cholesterolsynthese. Dieses konnte ebenfalls das Aufkommen von Stress in vitro
bestitigen. Eine erhohte Expression der Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6PD), die
fiir die Produktion von Ribose-5-Phosphat fiir die Nukleotidbiosynthese sehr wichtig ist
und auBerdem noch Reduktionsédquivalente liefert, wurde festgestellt. Des Weiteren waren
fiinf Gene, die fiir glycolytische Enzyme kodieren, verstirkt exprimiert, so dass man
annehmen konnte, dass die Energiezufuhr fiir anabolische Prozesse im in-vitro-System
hauptséchlich durch die ATP-Synthese wéhrend der Glykolyse erfolgt. Dieses konnte auf
die anaeroben Bedingungen in der Zellkultur zuriickzufiihren sein. Es ist bekannt, dass die
Oxygenierung in der Zellkultur ein Problem ist (Doyle ef al., 1995), da der Sauerstoff iiber
eine grofere Distanz durch das Zellkulturmedium diffundieren muss, verglichen mit den
Zellen in vivo, die in Kontakt mit den sauerstofftransportierenden Erythrozyten stehen.
Durch die Expression von G6PD und glykolytischen Enzymen werden
energieverbrauchende biosynthetische Vorginge stattfinden, was ebenfalls durch die
hochregulierte anorganische Pyrophosphatase (PPAI), die fiir die Hydrolyse von
Pyrophosphat sorgt, deutlich wird.

MEMBRANTRANSPORT

Nur 24 % der deregulierten Gene dieser Kategorie waren in der Zellkultur stirker
exprimiert verglichen mit dem Kortex in vivo. Darunter befand sich auch der
Glukosetransporter Typ 1 (GLUTI), von dem schon nachgewiesen wurde, dass er in den
Nephronen vorkommt (Chin et al., 1997; Linden et al., 2006) und sehr wichtig fiir den
Glukosetransport ist. Mit der gesteigerten Expression des GLUT1 konnte auch ein erhShter
Verbrauch an Glukose einhergehen, der schon durch die vermehrte Expression von
Enzymen, die an der Glykolyse beteiligt sind, vermutet werden konnte. Der ebenfalls
hochregulierte Monocarboxylattransporter 3 (MCT3) konnte deshalb fiir den Transport der
Endprodukte der Glykolyse - Pyruvat und Laktat - verantwortlich sein. Dies scheint ein
generelles Phanomen der Zellkulturen zu sein, da MCT3 auch schon in MDCK und NBL-1
Zellen nachgewiesen wurde (Nagasawa et al., 2003; Deora et al., 2005), was wiederum mit

der anaeroben Atmosphére aufgrund der Sauerstofflimitierung in der Zellkultur einhergeht.
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Die gesteigerte Expression von 'multidrug resistance protein 1' (MRPI) and 'multidrug
resistance 2' (MDR2) kann in Zusammenhang mit Stress gebracht werden, da sie dhnlich
wie CYPIAI als Antwort auf Xenobiotika induziert werden und eine Rolle in der
Detoxifizierung haben (Roch-Ramel, 1998; Leslie et al., 2005; Conseil et al., 2006).

RNA-METABOLISMUS, PROTEINMETABOLISMUS, INTRAZELLULARER TRANSPORT

Eine Reihe von Genen, die zur Synthese von mRNA beitragen, zeigte eine erhohte
Expression im in-vitro-Modell gegeniiber in vivo, wie z. B. die heterogenen nuklearen
Ribonukleoproteine (hnRNPs), die fiir den Transport und das Spleilen von RNA
verantwortlich sind, aber auch RNA-Helikasen, die fiir die Transkription und
Prozessierung von t-RNA sorgen. Viele Gene, die in der Translation, Proteinfaltung und
posttranslationaler Modifikation agieren, waren im Zellkulturmodell hochreguliert.
AuBlerdem waren noch einige Gene, die fiir den intrazelluldiren Transport der neuen
Proteine bendétigt wurden, induziert sowie Karyopherin beta-1 (KPNBI) und Exportin 1
(XPO1), die in nukledren Transportprozessen agieren. Diese in vitro induzierten Gene
scheinen sowohl in der Redifferenzierung der Zellen und in der Proliferation eine Rolle zu

spielen.

ZELLADHASION/MIGRATION, ZYTOSKELETT

Die Mehrheit der Gene in dieser Kategorie waren meist von Tag fiinf an oder bis zu Tag
14 deutlich stirker exprimiert im Vergleich zu in vivo. In der Kategorie
Zelladhdsion/Migration waren hauptsidchlich Gene enthalten, die mit der extrazelluldren
Matrix (ECM) assoziiert sind wie Kollagene (COLIA2, COLIAI, COLI2A1, COL3AI),
Laminin gamma 1 (LAMC1) und Fibronektin 1 (FNI). Einige Zelladhdsionsmolekiile wie
Cadherin-11 (CDHI1) und 'intercellular adhesion molecule-1' (/ICAM1) waren ebenfalls
hochreguliert. Durch die verstirkte Expression dieser Gene wurde deutlich, dass die Zellen
eine neue Matrix entwickeln, um sich an die zweidimensionalen Zellkultur anzupassen.
Ebenso wurden vermehrt Gene des Zytoskeletts hochreguliert, wie die
Intermedidrfilamente Vimentin (VIM) und Zytokeratin 8 (KRTS), aber auch Tubuline. Alle

diese Gene spiegeln vermutlich die Transdifferenzierung in eine Zellkultur-Zelle wider.

PROLIFERATION IN KULTUR

Diverse Gene, die in der Proliferation mitwirken, konnten in der Zellkultur als
hochreguliert identifiziert werden. In den Kategorien Nukleotidsynthese, DNA-
Replikation, Zellzyklusprogression und Regulation der Proliferation befanden sich Gene,

die ein wellenformiges Expressionsprofil aufwiesen, d. h. sie waren entweder zu den
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fritheren Zeitpunkten oder zu den spéteren Zeitpunkten exprimiert, was dafiir spricht, dass
zwei Zellteilungen stattgefunden haben. Zu den Genen, die auf eine aktive DNA-Synthese
schlieBen lieBen, gehorten die DNA-Replikationsproteine (MCM3, MCM4, MCMG6,
MCM?7), das 'Proliferating cell nuclear antigen' (PCNA), das 'primase polypeptide 1'
(PRIM1), die Replikationsfaktoren (RFC2, RFC3, RFC4), die DNA-Polymerase alpha 2
(POLA2) und die DNA-Ligase I (LIGI). Des Weiteren zeigten sich die DNA-
Reparaturgene  DNA-Polymerase beta (POLB) und  O°-Methylguanin-DNA-
Methyltranferase (MGMT) in der Zellkultur zu allen Zeitpunkten erhoht, die entweder
gleichzeitig mit der Replikation der DNA induziert oder erneut aufgrund von Stress
hochreguliert wurden.

Der Zellzyklus gliedert sich in verschiedene Phasen, ndmlich in die G1-Phase, die der S-
Phase, in der die DNA repliziert wird, vorausgeht und in die G2-Phase, in der die
Chromosomen ausgerichtet und fiir die letztendliche Mitosephase (M-Phase) vorbereitet
werden. Unter den hochregulierten Genen befanden sich mehrere Gene, die in den
genannten Phasen agieren. Zu den fritheren Zeitpunkten (Tag 5-8) wurden eher Gene
verstirkt exprimiert, die in der G2/M-Phase eine Rolle spielen, wie z. B. Cyclin-abhéngige
Kinase 1 (CDKI) mit ihrer regulatorischen Untereinheit Cyclin B1 (CCNBI), dem
Kinetochorprotein Spc25, das fiir die Anlagerung der kondensierten Chromosomen an die
Spindelmikrotubuli sorgt (McCleland et al., 2004), wie auch der 'kinesin family member
Cl' (KIFCI), der bei der Organisation der Spindelpole wichtig ist (Zhu et al., 2005). Im
Gegensatz dazu waren an Tag 8-14 eher Cyclin D2 (CCND2) und Cyclin-abhingige
Kinase 4 (CDK4) exprimiert, was zu der Annahme fiihrt, dass ein Teil der Zellen wihrend
der ersten Tage eine erste Zellteilung durchfiihrt und nach Tag acht eine zweite durchléuft.
Zusitzlich zu den aufgefiihrten Genen waren auch sogenannte Checkpoint-Regulatoren mit
einem hoheren Level in vitro exprimiert, die dafiir sorgen, dass in den Zellen der richtige
Ablauf koordiniert wird: 'checkpoint kinase 1' (CHEKI) and 'cell division cycle 20'
(CDC20) (Zhao et al., 2002; Wirth et al., 2004).

SIGNALTRANSDUKTION

Diese Kategorie enthielt sowohl hoch- als auch herunterregulierte Gene, wobei die
herunterregulierten Gene schon in einem der oberen Abschnitte unter Dedifferenzierung
erlautert wurden. 'Transforming growth factor beta 2' (T7GFB2) und 'mothers against
decapentaplegic homolog 3' (SMAD3) sprechen fiir die Aktivierung des TGFf;
Signalweges in vitro. Durch die Bindung an den Rezeptor, der aus einem Heterodimer von
Serin/Threonin-Kinasen besteht, induziert TGFB2 die Phosphorylierung von SMAD3,

seine Dimerisation mit SMAD4 und letztlich deren Lokalisation im Kern und die
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Genexpression von SMAD3 (Feng and Derynck, 2005). AuBlerdem wurde eine Rolle von
TGFB2 mit der ECM Akkumulation in Nierenkrankheiten beobachtet (Phanish et al.,
2006; Yamamoto et al., 1996), was zu der vermehrten Expression der ECM assoziierten
Gene passt. Ein weiteres Mitglied der TGFf Familie stellt der 'Growth differentiation
factor 15' (GDF15) dar, der wiederum ein Teil der Stressantwort sein konnte, da er
ebenfalls nach chirurgischen, ischdmischen, toxischen und hyperoxischen Schiadigungen
der Niere auftrat (Zimmers et al., 2005). Diese Signalkaskaden-Gene scheinen ebenfalls

die Transdifferenzierung der isolierten Zellen in eine Zellkulturzelle zu unterstiitzten.

CHARAKTERISTISCHE GENE FUR DEN PROXIMALEN TUBULUS

Im Gegensatz zu E-Cadherin, das nur in den distalen Tubuli der Niere vorkommt, ist N-
Cadherin ein Marker fiir die proximalen Tubuli der Niere (Prozialeck et al., 2004). Durch
die Antikorperfarbung konnte die Expression des Gens in den primiren Nierenzellen
nachgewiesen werden und es wurde keine Herunterregulation durch die
Genexpressionsanalyse verzeichnet.

Die y-Glutamyltransferase 1 (GGT1), die im proximalen Epithel der Niere mit die hochste
Aktivitit besitzt, war 5-10-fach in den primédren Zellen herunterreguliert. Auch wenn noch
eine geringe Expression des Gens in der Niere zu messen war, bestitigt es dennoch die
Dedifferenzierung der Nierenzellen in vitro.

Damit das Wasser entlang des osmotischen Gradienten durch die proximalen
Tubuluszellen gelangen kann, sorgt Aquaporin 1 fiir die Bildung von wasser-spezifischen
Kanélen in diesen Zellen (Yang et al., 1999; Nielsen et al., 2002). Auch dieses Gen war
heruntereguliert und geht einher mit der Dedifferenzierung der Zellen in der Zellkultur.
Diese umfassende Charakterisierung der proximalen Tubuluszellen der Ratte vermag die
Extrapolation von in vitro zu in vivo zu erleichtern und trigt zum besseren Verstindnis der
Ergebnisse mit diesem in-vitro-Modell bei. In-vitro-Modelle bleiben weiterhin sehr
wichtig fiir die Aufkldrung des Mechanismus von Substanzen, lassen aber wie oben
beschrieben eine Korrelation aller Antworten nicht zu, da doch wesentliche Unterschiede

zum intakten Organ bestehen.

4.4 Vergleich verschiedener Modelle der Ratte und vom Menschen
nach OTA Behandlung

Aufler dem proximalen Tubuluszellen-Modell gibt es noch weitere in-vitro-Modelle fiir die
Niere sowohl von Ratten und anderen Nagern als auch von Menschen, wie in der
Einleitung beschrieben. Ziele fiir die Entwicklung aussagekriftiger in-vitro-Modelle sind

z. B. die Erforschung physiologischer Aspekte in der Nierenfunktion, Aufbau eines
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einfachen Screeningssystems fiir Nierentoxine, und mechanistische Fragestellungen nach
Toxinbehandlung.

Der in-vitro-Teil dieser Arbeit wurde im Rahmen des Predictomics-Projekts durchgefiihrt,
das sich ebenfalls mit der Erkennung frilher Marker von Nierentoxizitit und
Nierenkanzerogenitit in vitro befasst, um letztlich die Toxizitdt von Substanzen fiir die
Niere vorauszusagen.

Eine weitere Moglichkeit der in-vitro-Modellcharakterisierung ist ein Vergleich nach
Substanzbehandlung in vitro und in vivo. In dieser Arbeit wurden deshalb verschiedene in-
vitro-Modelle darauthin getestet, welche in vivo identifizierten Signalwege nach
Toxinapplikation auch in vitro aktiviert werden bzw. welche Antworten insgesamt vom in-
vitro-System gegeben werden kdnnen. Dafiir wurde das Modell-Karzinogen Ochratoxin A
(OTA) verwendet. Als in-vitro-Modell wurden primére proximale Tubuluszellen der Ratte,
die Ratten-Nierenzelllinie NRK-52E, primédre humane proximale Tubuluszellen und die
humane Zelllinie HK-2 verwendet.

Zwischen den in-vitro- und in-vivo-Daten der Ratte konnten einige Gemeinsamkeiten, vor
allem in akuten Antworten, festgestellt werden. Es zeigten sich Gene sowohl in vitro als
auch in vivo nach OTA-Behandlung induziert, die in vivo den toxikologischen Kategorien
oxidativer  Stress/DNA-Schiadigung und  Proteinschiddigung,  Signaltransduktion,
Gewebeorganisation und der Immunabwehr - vor allem Antigenprisentation und
angeborene Immunitit — zugeordnet werden konnten. Kamp et al. (2005) untersuchten in
vitro die Beteiligung von oxidativem Stress an der OTA-induzierten Toxizitit und konnten
dies ebenfalls bestétigen.

Neben diesen vergleichbaren akuten Antworten waren aber auch deutliche Unterschiede
bei den Ergebnissen dieser Arbeit zu erkennen. Vor allem die regenerativen Antworten in
vivo an Tag 7, die sich durch die Induktion von Genen auszeichnete, die in biochemische
Kategorien wie Zytoskelett/Zelladhdsion, DNA- und RNA-Metabolismus und
Zellzykluskontrolle und Proteinmetabolismus involviert waren, wurden in vitro nicht
gesehen. Ein weiterer Unterschied war, dass die in vivo nach OTA-Behandlung
beobachtete Herunterregulierung einiger Gene, die in fiir die Niere wichtige Funktionen
wie allgemeine metabolische Prozesse, Biotransformation und Membrantransport
involviert sind und die somit als Dedifferenzierung interpretiert wurde, in vitro nicht
beobachtet wurde. Diese Unterschiede zwischen in vivo und in vitro kénnten im Falle der
primédren proximalen Tubuluszellen, aber wahrscheinlich auch bei der Zelllinie NRK-52E,
mit der unterschiedlichen basalen Expression dieser Gene in vitro erklart werden. Denn
beim Vergleich zwischen diesem in-vitro-Modell und der Rattenniere in vivo wurde
deutlich, dass die Gene, die in Zytoskelett/Zelladhdsion, DNA- und RNA-Metabolismus
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und Zellzykluskontrolle und Proteinmetabolismus in den kultivierten Zellen bereits
deutlich induziert waren, so dass diese Funktionen durch Einwirkung von OTA nicht
weiter beeinflusst, d. h. induziert werden konnten. Ebenso waren die Gene, die in
metabolischen Prozessen und dem Membrantransport, also in physiologisch wichtigen
Funktionen der Niere, eine Rolle spielen, schon weitestgehend in vitro abgeschaltet. So
konnte ihre Herunterregulation in vivo, was in vivo als Dedifferenzierung durch OTA
bezeichnet wurde, in vitro nicht mehr bewirkt werden. Diese Herunterregulation von
Genen in vitro, die fiir metabolische Enzyme oder andere Differenzierungsmarker
kodieren, wurden auch in Studien festgestellt, in denen isolierte Hepatozyten in Kultur mit
intaktem Lebergewebe verglichen wurden, sowohl mit humanen Hepatozyten (Waring
et al., 2003) als auch mit Hepatozyten der Ratte (Baker et al., 2001; Boess et al., 2003).

Bei den humanen in-vitro-Modellen konnte man erkennen, dass nur wenige akute
Antworten, wie oxidativer Stress/DNA- und Proteinschdidigung mit dem in-vivo-Profil
iibereinstimmten. Dies konnte durch die Unterschiedlichkeit zwischen Mensch und Ratte
zustande kommen und die groBere Ubereinstimmung zwischen den in-vivo- und in-vitro-
Daten der Ratten erkldren. Dafiir zeigten einige Gene assoziiert mit den regenerativen
Prozessen in der Niere in vivo, wie CCNB2, CKSIB, RACGAPI, und COL6AI, eine
Induktion in den primédren humanen proximalen Tubuluszellen und in den HK-2-Zellen,
die mit der hohen Konzentration behandelt worden waren. Allerdings konnte die Induktion
von COL6AI in vitro auch mit Verdnderungen des Zytoskeletts zusammenhéngen und
nicht unbedingt mit einem regenerativen Prozess. Nahezu allen Systemen gleich war die
Herunterregulation der mitochondrialen ribosomalen Gene wie MRPLS55, MRPLII,
MRPL17, MRPL36, MRPS16, MRPS25 und MRPS34, die nach der Behandlung/Inkubation
mit OTA sowohl in vivo als auch in vitro auftrat. Es gilt zu iiberpriifen, ob diese Gene
moglicherweise durch einen gemeinsamen Transkriptionsfaktor reguliert werden, dessen
Aktivitdt moglicherweise durch OTA verdndert wird. Insgesamt waren nur wenige Gene in
allen Modellen gleich reguliert, wobei festgestellt wurde, dass die HK-2-Zellen, die mit
der niedrigen Konzentration OTA inkubiert wurden, weniger bzw. kaum deutliche Signale
aufwiesen. Dies konnte bedeuten, dass die Konzentration insgesamt zu niedrig war oder
das Modell weniger sensitiv auf die Inkubation mit OTA reagiert. Die hohere
Konzentration zeigte zwar deutlichere Signale, allerdings ging diese Konzentration schon
mit einer drastischen Verminderung der Zellvitalitdt (20-30 % Viabilitéit) einher, was eher
gegen den Einsatz dieser Konzentration sprechen wiirde, da sie nicht in vivo relevante
Expositionen widerspiegelt. Dies bestitigt die in dieser Arbeit beobachtete Problematik der
Bestimmung der Konzentration, die fiir die Inkubation des jeweiligen in-vitro-Modells

eingesetzt werden soll.
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Die auf den ersten Blick groBere Ubereinstimmung der Ratten in-vivo-Daten und den in-
vitro-Modellen der Ratte untereinander konnte zum einen daran liegen, dass diese Daten
aus derselben Spezies stammen, zum anderen aber auch daran, dass nicht alle Gene aus
dem in-vivo-Versuch auf dem Humanchip gesucht und anschliefend miteinander
verglichen wurden. In dem Vergleich aller Modelle wurde nur ein Teil der in vivo
verdanderten Gene verwendet, um einen ersten Einblick zu erlangen. Anhand dieses in-
vivo- und in-vitro-Vergleichs mit allen Modellen wird aber schon deutlich, dass einige
wichtige Prozesse nach der Behandlung der verschiedenen Modelle mit einem
Nierenkarzinogen in vitro nicht angeschalten werden kénnen. Es konnten in vitro zwar
dhnliche akute Stressantworten wie in vivo beobachtet werden, jedoch waren regenerative
Vorgénge, die in vivo nach Nekrose-induzierenden Substanzen wie dem Nierentoxin OTA
beobachtet werden, in vitro im Prinzip vollkommen abwesend. Diese Unterschiede miissen
bei der Interpretation der in-vitro-Daten beriicksichtigt werden. Auch zeigte eine
Gegentiberstellung der biochemischen Funktionen, die in den verschiedenen in-vitro-
Modellen hoch- bzw. herunterreguliert waren, dass nicht wie in vivo bestimmte
unterschiedliche biochemische Funktionen nach Toxineinwirkung entweder induziert oder
herunterreguliert wurden, sondern dass Gene dhnlicher Funktion sowohl hoch- als auch

herunterreguliert worden waren.

4.5 Vergleich weiterer Nephrokarzinogene mittels eines humanen
Zellmodells fiir die Niere

Der Vergleich von OTA in vivo und in vitro mittels verschiedener Zellsysteme fiir die
Niere lieB sowohl Gemeinsamkeiten als auch Differenzen erkennen. Deshalb sollten in
einem néchsten Experiment die deregulierten Gene nach Inkubation mit den anderen vier
Nephrokarzinogenen AA, NNM, 2NF und KBrO;, die schon in vivo mittels
Genexpressionsanalyse untersucht worden waren, ebenfalls in vitro analysiert werden. Im
Rahmen des EU-Projekts Predictomics wurde die humane Zelllinie HK-2 als in-vitro-
System fiir die Niere gewahlt.

Dieser Vergleich zwischen in vivo und in vitro erschien sinnvoll, da bisher die
Klassifizierung von Substanzen und auch die Risikoabschdtzungen fiir den Menschen
mittels in-vivo-Studien vorgenommen werden. Dazu wurden aus dem in-vivo-Versuch
bestimmte toxikologische Kategorien ausgewéhlt, aus denen beim Vergleich der
in-vivo-Daten Gemeinsamkeiten hervorgingen und die als wichtigste Folgen der
Einwirkung genotoxischer Substanzen auf die Niere angesehen wurden.

Auffillig bei der Betrachtung der Daten war, dass durch 2NF bei gleichen
Versuchsbedingungen (Viabilitdt, Zytotoxizitit) und Kriterien flir die statistische Analyse
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keine spezifischen Verdnderungen auftraten. Dies steht nicht im Einklang mit den in-vivo-
Daten und auch nicht zu den meisten in-vitro-Studien zur Genotoxizitit von 2NF, die
sowohl in Sdugerzellen als auch in Bakterien ein positives Ergebnis zeigten (Beije und
Moller, 1998). Dies konnte mit der Metabolisierung von 2NF zusammenhéngen, da
bekannt ist, dass es in vivo und in vitro hauptséchlich zu den C- und N-hydroxylierten
2-Acetylaminofluorenen metabolisiert wird, die dann in vivo als Konjugate mit dem Fézes
und dem Urin ausgeschieden werden. In Sdugerzellen scheint die Nitroreduktion, die
Ringoxidation oder eine Kombination aus beidem fiir die Mutagenitét verantwortlich zu
sein (Beije und Moller, 1988). Wahrscheinlich haben die HK-2-Zellen ihre Eigenschaft der
Metabolisierung und Detoxifizierung oder zumindest bestimmte Enzyme, die fiir die
Bioaktivierung von 2NF notwenig wéren, verloren.

Die Inkubation mit den genotoxischen Nephrokarzinogenen AA und NNM zeigte in vitro
ein paar Ubereinstimmungen mit ausgewihlten in vivo deregulierten Genen. Dennoch gab
es auch Unterschiede zu den in-vivo-Daten, die zum einen auf den Unterschieden zwischen
den Spezies beruhen konnte, zum anderen auch darauf, dass hier wie beim Vergleich der
in-vivo- und in-vitro-Daten der Ratte einfach Unterschiede zwischen den basalen
Expressionslevel bestimmter Gene/Proteine vorherrschen. Ein wichtiges Gen, das durch
die in vivo untersuchten Nephrokarzinogene deutlich induziert worden war, war p21
(CDKN14). Dieses Gen p21 und BCCIP, das nach 2NF in vivo dereguliert war, waren
ebenfalls in vitro durch die genotoxischen Karzinogene hochreguliert. Dies wiirde dafiir
sprechen, dass eine akute Antwort auf die Schidigung der DNA in den HK-2-Zellen
stattfindet, jedoch war die Anzahl der deregulierten Gene in diesem Signalweg in vitro
geringer als in vivo. Die Signale der Gene, die in vivo als oxidativer
Stress/Proteinschddigung zusammengefasst wurden, waren bis auf FKBPS in vitro gar
nicht oder nur sehr schwach und inkonsistent vorhanden. Ebenso waren auch die Gene, die
als allgemeine Detoxifizierung bezeichnet wurden, in vitro sehr variabel oder gar nicht
dereguliert, was auch im Falle von 2NF die Vermutung unterstiitzen wiirde, dass jenes
nicht durch die Zellen bioaktiviert werden konnte. Hingegen waren NQOI, GSTA2,
EPHXI auch nach NNM und AA, sowie GSTPI nur nach AA, in den HK-2-Zellen und in
vivo hochreguliert. Dies wiederum verdeutlicht, dass die HK-2-Zellen in der Lage sind,
eine akute Stressantwort zu geben. Auch Gene, die als Antwort auf allgemeinen Stress
bezeichnet wurden, wurden groBtenteils auch in vitro dereguliert. Die oben genannten
Gene und Kategorien geben allerdings bisher nur einen Teil der in vivo analysierten Daten
wieder und ebenfalls nur einen Teil der in-vitro-Daten. Dies bedeutet, dass einerseits nur
die wichtigsten Gen-Funktionsgruppen genauer untersucht wurden, die nach Behandlung

mit Nephrokarzinogenen in vivo betroffen waren. Andererseits deutet dieser Vergleich
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dhnlich wie im OTA in-vivo-/in-vitro-Vergleich darauf hin, dass nicht alle Verdnderungen
in vivo mit den Verdnderungen in vitro korrelieren und eher nur akute Antworten vom
in-vitro-Modell zu erwarten sind.

Bei Kaliumbromat war ein Vergleich zu den in-vivo-Daten nicht moglich, da in vivo keine
spezifischen Verdnderungen festgestellt werden konnten. Im Gegensatz zu in vivo wurden
aber durch die Inkubation der HK-2-Zellen in vitro mit KBrOj; sehr viele Gene verdndert.
KBrO; verursachte auch bei Crosby et al. (2000) nach nur 4-12 h Inkubation von
'Fred-Pe'-Zellen eine Reihe von Verdnderungen. Es wurde u.a. eine vermehrte Expression
von Hidmoxygenase 1 und Hitzeschock-Proteinen festgestellt, was fiir eine adaptive
Antwort nach oxidativem Stress spricht. AuBlerdem wurde eine verstiarkte Induktion von
Komponenten des Proteasom und der Transkription von Ubiquitin als Proteinschadigung
interpretiert, was zusammen mit der Expression von PLA2 aus der oxidativen Schidigung
von DNA/RNA, Proteinen und Lipiden resultieren konnte. Nur ein Teil der Gene, die in
der oben beschriebenen Studie als differentiell exprimiert identifiziert wurden, waren auch
in den HK-2-Zellen dieser Arbeit verindert. Die Ubereinstimmung der Induktion von
HO-1 und einiger anderer Gene, die nur in dieser Arbeit dereguliert waren, wie z. B.
GCLC, GCLM, NQOI und HSPs, die auch schon in den vorigen Abschnitten genauer
beschrieben wurden, lieBen auf oxidativen Stress schlieBen. Nach KBrO; wurde p21
sowohl bei Crosby et al. (2000) als auch in dieser Arbeit induziert, was auch auf
oxidativen Stress zuriickzufiihren sein diirfte. Denn weitere Gene, die neben p21 durch die
genotoxischen Nephrokarzinogene induziert wurden, wie MDM?2 oder MGMT, waren nicht
hochreguliert. Jedoch wurden Gene, wie MCMI0 und CCNBI induziert, die auf
Proliferation schlieBen lassen, so wie es auch nach dem nicht-genotoxischen
Nephrokarzinogen OTA der Fall gewesen war.

Dass in vitro so viele Veranderungen durch KBrO; hervorgerufen wurden und in vivo
nicht, konnte durch die Beschaffenheit des in-vitro-Modells selbst bedingt sein. Da die
HK-2-Zellen sich nicht wie in der Niere in einem engen Verband mit verschiedenen Zellen
befinden, wirkt das Kaliumbromat nun direkt auf die isolierten Zellen der Zellkultur.
Dadurch ist zum einen die Konzentration und der Weg der Einwirkung des Toxin anders
als in der Niere und zum anderen konnte ein vermindert ausgeprégter Schutzmechanismus
zu solchen starken Verdnderungen in den Zellen fiihren. Deshalb bleibt es auch nicht ganz
gekldrt, ob der in vitro beobachtete Effekt des oxidativen Stresses auch in vivo in der
gleichen Art und Weise ablduft. Dieses Problem des in-vitro-Systems konnte auch bei
anderen nicht-genotoxischen Nephrokarzinogenen von Bedeutung sein.

AbschlieBend konnte aber bei der bisherigen Analyse der in-vitro-Daten gesehen werden,

dass eher akute Effekte von den in-vitro-Systemen wiedergegeben werden konnten. Dies
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konnte auch daran liegen, dass, wie bei den in-vitro-Modellen der Ratte, die Signalwege
von akutem Stress weiterhin in vitro funktionieren, bestimmte Eigenschaften aber in der
Kultur einfach verloren gehen, besonders die, die sich durch Interaktionen zwischen
verschiedenen Zellen der Niere ergeben. Dadurch verhalten sich die Zellen anders als im
Zellverband der Niere und zeigen auch andere Verdnderungen im Expressionsprofil.

Wie auch der Vergleich zwischen den priméren proximalen Tubuluszellen und der
Rattenniere in vivo eine umfassende Charakterisierung des in-vitro-Modells zulie3 und fiir
die Interpretation von Versuchen mit diesem Zellmodell hilfreich sein wird, so konnte
auch eine umfassende Charakterisierung der primdren Humankulturen sehr sinnvoll sein.
Diese konnte aber wegen der unzureichenden Verfiigbarkeit von humanem Nierenmaterial
nicht im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt werden.

Da in dieser Arbeit nur ein Teil der in-vitro-Daten vollstindig analysiert und kategorisiert
werden konnte, wire die weitere Analyse der iibrigen Daten hilfreich. Jedoch zeigte die
ausfiihrliche Analyse der in-vivo- und in-vitro-Daten nach OTA, dass durchaus grofle
Unterschiede zwischen in vivo und in vitro bestehen. Aufgrund dieses Vergleichs, der
Publikationen zu isolierten Hepatozyten (Baker et al., 2001; Boess et al., 2003) und der in-
vivo-/in-vitro-Vergleiche mit den vier Nephrokarzinogenen kann vermutet werden, dass
die in dieser Arbeit verwendeten Zellmodelle nach der Inkubation mit den verwendeten
Nephrokarzinogenen eher insgesamt nur akute Antworten zeigen. Da sie im Vergleich zum
differenzierten Organ dedifferenziert sind, was auf die in-vitro-Umgebung zuriickzufiihren
ist, sind sie vermutlich nicht in der Lage, die gleichen in vivo beobachteten funktionellen
Antworten hervorzubringen. Deshalb erwiesen sich die untersuchten in-vitro-Modelle noch
nicht als geeignete Screening-Modelle fiir Nephrokarzinogene. Ob sich dies durch

verdnderte Kulturbedingungen verbessern lésst, gilt zu kléren.

4.6 Wichtige Aspekte der in-vitro-Systeme

In dieser Arbeit konnten einige wichtige Beobachtungen und Ergebnisse zu verschiedenen
in-vitro-Modellen der Niere herausgearbeitet werden. Sowohl die Bestimmung von
Zytotoxizititsparametern in vitro als auch die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen
lieBen folgende grundsétzlichen Aussagen der in dieser Arbeit verwendeten
in-vitro-Modelle zu:

e  Zellkulturen besitzen einen von in vivo verschiedenen Phénotyp

e  Wichtige Eigenschaften des differenzierten Organs konnen in vitro verloren

gehen, sowohl bei priméren Zellen als auch bei Zellkulturlinien
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e Nicht alle Antworten des in-vitro-Systems korrelieren mit in vivo
(Dedifferenzierung in der Niere durch Einwirken eines Toxins kann von den
bereits dedifferenzierten Zellen in vitro nicht wiedergegeben werden)

e  Regenerative Antworten sind nur schwer in vitro festzustellen, da viele
Gene/Proteine, die z. B. mit DNA-Replikation, Zellzyklus und Proliferation
assoziiert sind, im in-vitro-System bereits induziert sind, oder in vivo durch
regulatorische Signale von anderen Zelltypen, die in vitro nicht vorhanden sind,
aktiviert werden.

e Die Bestimmung der Konzentration in Relation zur in-vivo-Exposition ist ein
sehr wichtiger, jedoch oft schwer erfiillbarer Aspekt, da das System sehr
empfindlich auf unterschiedliche Konzentrationen reagiert. Dies hat letztlich
einen grofen Einfluss auf die Verdnderungen in der Genexpression.

e  Metabolisierung und somit Bioaktivierung oder Inaktivierung von Toxinen kann
nicht mehr stattfinden, wenn die entsprechenden Enzyme nicht mehr exprimiert
werden.

e Da die Zellen aus ihrem natiirlichen Verband herausgelost sind, sind
moglicherweise verschiedene Schutzmechanismen nicht mehr aktivierbar.
AuBerdem konnte dies eine direkte Exposition zur Folge haben, die in dieser

Weise im Zellverband in vivo moglicherweise nicht existiert.

4.7 Ausblick

Die in-vivo-Studien konnten Gemeinsamkeiten zwischen genotoxischen
Nephrokarzinogenen und Unterschiede zwischen genotoxischen und nicht-genotoxischen
Nephrokarzinogenen aufdecken. Der Vergleich zwischen zwei nicht-genotoxischen
Nephrokarzinogenen war nicht mdglich, da in Studien mit dem einen dieser beiden
Substanzen kaum Gene dereguliert waren. Deshalb wiirde die Untersuchung weiterer
nicht-genotoxischer Nephrokarzinogene und der anschlieBende Vergleich noch weitere
Einblicke in die molekularen Mechanismen zulassen, die sehr hilfreich fiir die
Klassifizierung und Risikoabschitzung nicht-genotoxischer Karzinogene waren.

Ein Vergleich zwischen den primdren humanen Zellen sowie der humanen Zelllinie mit
der humanen Niere in vivo wire sehr hilfreich und sinnvoll, um eine umfassende
Charakterisierung der in-vitro-Modelle beziiglich der Genexpression zu erreichen. Einige
Aspekte wurden in dieser Arbeit aufgegriffen und diskutiert, die die Etablierung und
Benutzung von in-vitro-Modellen als durchaus sinnvoll erscheinen lassen. Allerdings

konnte auch gezeigt werden, dass die verwendeten in-vitro-Modelle auch Nachteile und
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Einschriankungen besitzen und deshalb nur dann eingesetzt werden kénnen, wenn der oder
die moglicherweise betroffenen Signalwege in den Zellen in vitro vorhanden und
aktivierbar sind, was in manchen Féllen durch eine Optimierung erreicht werden konnte.
Es konnten Einblicke in die Verdnderungen durch Nephrokarzinogene in vitro gegeben
werden, die jedoch noch einer detaillierten Bewertung bediirfen, da Unterschiede zwischen
in vivo und in vitro bestehen und man die derzeitigen in-vitro-Modelle nicht ohne weiteres
anstelle eines in-vivo-Modells verwenden kann. Die Bestimmung von sog.
Surrogatmarkern, die nur in in-vitro-Modellen dereguliert sind, nicht aber in vivo, wiirden
eine weitere Moglichkeit erdffnen, in-vitro-Modelle fiir verschiedene in-vivo-Endpunkte,
wie z. B. die Induktion von Nierenkrebs, zu entwickeln. Fiir die Selektion dieser
Surrogatmarker wéren aber noch weitere Inkubationsexperimente mit einer groBeren
Anzahl von Nephrokarzinogenen nétig, als in dieser Arbeit beschrieben, da erst durch
einen umfassenden Vergleich der daraus resultierenden Daten solche Marker aufgedeckt
und validiert werden konnten. Fiir solche Marker, die kein in-vivo-Korrelat haben, gelten
einige Bedingungen, z. B. dass entweder ein bestimmtes Gen-'Set' immer in vitro nach
Inkubation mit Nephrokarzinogenen dereguliert wird, oder dass ganz bestimmte
Signalwege (oder eine bestimmte Kombination von Signalwegen) in vitro nur durch

Nephrokarzinogene angeschaltet werden.
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5 Zusammenfassung

Die Niere tibernimmt im Korper wichtige Aufgaben wie Exkretion und Resorption, die
iiber die Aufnahme und Abgabe von Stoffen in bzw. aus dem Korper entscheiden, und
stellt einen Angriffspunkt fiir Toxine und Karzinogene dar. Verschiedenste Stoffe konnen
die Niere schidigen, insbesondere die proximalen Tubuli. Diese Verdnderungen kénnen
zur Entstehung von Krebs fiihren. Man unterscheidet zwischen genotoxischen und nicht-
genotoxischen Nephrokarzinogenen, wobei bislang der Langzeit-in-vivo-Test fiir die
Klassifizierung von Substanzen und deren kanzerogenem Potential verwendet wird. Unter
dem Gesichtspunkt der '3 R’s' 'Reduction’, 'Refinement' und 'Replacement' wiren zum
einen Kurzzeit-in-vivo-Tests z. B. unter Einsatz von Toxicogenomics und zum anderen die
Etablierung aussagekriftiger in-vitro-Modelle sehr hilfreich, um auf diese Weise frithe
Verdnderungen in den Organen beziechungsweise in den Zellen aufzuspiiren, die im
Zusammenhang mit der Karzinogenese stehen kdnnten.

Deshalb wurden in dieser Arbeit zunidchst Kurzzeitstudien mit genotoxischen und nicht-
genotoxischen Nephrokarzinogenen durchgefiihrt und drei verschiedene Zeitpunkte mittels
Genexpressionsanalyse untersucht. Es konnten Gemeinsamkeiten zwischen den
genotoxischen Nephrokarzinogenen und auch Unterschiede zu einem nicht-genotoxsichen
Nephrokarzinogen gezeigt werden. Es wurde festgestellt, dass durch die genotoxischen
Nierenkanzerogene eher Gene induziert wurden, die fiir Proteine kodieren, die auf eine
DNA-Schéadigung aufgrund direkten Einwirkens der genotoxischen Nierenkanzerogene
schlieen lassen. AuBlerdem wurden Gene verindert, die fiir Proteine kodieren, die in
oxidativem  Stress/Detoxifizierung und -/Proteinschédigung, aber auch der
Gewebeorganisation eine Rolle spielen. Im Gegensatz zu den genotoxischen
Nierenkanzerogenen wurden durch das nicht-genotoxische Nierenkanzerogen OTA eher
Gene induziert, die auf eine oxidative Schadigung der DNA und auf regenerative Prozesse,
wie DNA-Replikation und Zellzyklusprogression zuriickzufiihren sind. Auflerdem war
eine Reihe von Genen herunterreguliert, die fiir Enzyme kodieren, die in metabolischen
Prozessen sehr wichtig sind, was als Dedifferenzierung der Nierenzellen gedeutet wurde.
Ein weiterer Schwerpunkt gegenwirtiger Forschungsarbeiten in der investigativen
Toxikologie ist die Etablierung geeigneter in-vitro-Modelle. In dieser Arbeit wurde eine
umfassende Charakterisierung primérer proximaler Tubuluszellen der Ratte mittels
Genexpressionsanalyse vorgenommen. Dort zeigte sich eine Dedifferenzierung der Zellen,
die aus der verminderten Expression vieler metabolischer Funktionen resultierte.
Auflerdem zeigten die Zellen einen Verlust nierenspezifischer Funktionen durch
verringerte Expression essentielle Membrantransporter. Des Weiteren konnte aber auch
eine deutliche Induktion von Genen, die in Stress, RNA- und Proteinsynthese,
intrazellulirem Transport, Proliferation, Zelladhdsion und Zytoskelettorganisation
involviert waren, festgestellt werden. Diese Verdnderungen lieBen den Schluss zu, dass die
Zellen in der Kultur eine Art Transdifferenzierung durchlaufen und sich an die neue
Umgebung anpassen. Bei der Verwendung dieses Modells und der Interpretation der
Ergebnisse sollte das beriicksichtigt werden. AnschlieBend wurden verschiedene in-vitro-
Modelle der Niere, sowohl der Ratte als auch des Menschen, mit dem Modell-Karzinogen
OTA behandelt. Aus diesem Vergleich mufBite geschlossen werden, dass das
in-vitro-Modell nur teilweise in der Lage war, die gleichen Antworten wie das
in-vivo-Modell zu geben. Die Gemeinsamkeiten beschrinkten sich eher auf akute
Antworten, wobei das Ausbleiben einiger Antworten mit der verdnderten Basalexpression
bestimmter Gene in vitro erklarbar war. Die Behandlung von HK-2-Zellen mit vier
verschiedenen Nephrokarzinogenen zeigte ebenfalls nur wenige Ubereinstimmungen mit
in vivo. Daraus resultierte ebenfalls die Annahme, dass auch die Antworten dieser Zellen
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nicht mit allen in vivo beobachteten Verdnderungen nach Gabe der Karzinogene
korrelieren und dass die jeweiligen Modelle nur fiir bestimmte Fragestellungen verwendet
werden konnen. Die Bestimmung von sogenannten Surrogatmarkern bleibt zu kldren, da
eine viel groflere Anzahl an Inkubationsexperimenten dafiir erforderlich wire.
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Summary

The kidney plays a major role in excretory and re-absorptive processes, and is a target for a
wide variety of drugs, environmental pollutants and metals causing nephrotoxicity or
cancer. The kidney cortex consists primarily of proximal tubular cells, which are epithelial
cells often involved in the induction and progression of various kidney diseases and
therefore also in the development of cancer. There are genotoxic and non-genotoxic
nephrocarcinogens whose carcinogenic potential is currently evaluated in long-term in vivo
assays. With respect to the 3 R’s, Reduction, Refinement and Replacement, the
establishment of either short term in vivo assays using e.g. toxicogenomics or reliably
applicable in vitro models would be very helpful to obtain insight into the early changes in
organs or cells upon carcinogen treatment.

This study comprises a comparison of genotoxic and non-genotoxic nephrocarcinogens
with short-term in vivo studies by using gene expression analyses at three different time
points. There were similarities between the genotoxic nephrocarcinogens and differences
between the genotoxic and non-genotoxic nephrocarcinogens.  Genotoxic
nephrocarcinogens induced genes coding for proteins involved in oxidative stress / DNA
damage likely by directly attacking the DNA, oxidative stress / detoxification, - / protein
damage and tissue organization. In contrast to the genotoxic nephrocarcinogens, the non-
genotoxic nephrocarcinogen OTA induced genes coding for proteins associated with
oxidative stress-induced DNA damage and genes involved in regenerative processes like
DNA replication and cell cycle progression. Many downregulated genes upon OTA
application were associated with metabolic activities which were interpreted as
dedifferentiation.

Another issue of recent scientific research is the development of applicable in vitro
systems. Therefore, a comprehensive characterization of an in vitro model, primary
proximal tubular cells of the rat, was carried out in comparison to in vivo by gene
expression analysis. A dedifferentiation of cells was observed resulting from the
downregulation of genes coding for proteins involved in metabolic processes and in kidney
specific-activities like membrane transport. Apart from that genes coding for proteins
associated with stress, RNA and protein synthesis, intracellular transport, proliferation, cell
adhesion and cytoskeleton were expressed at higher levels in vitro compared to in vivo.
This may be due to transdifferentiation of the cells into a tissue culture cell. All these
changes have to be taken into account when using this in vitro model and for interpretation
of the results obtained with these cells.

In the following four different in vitro models from either rat or human were treated with
the model nephrocarcinogen Ochratoxin A (OTA). The comparison of all four models with
in vivo revealed that none of them was able to show all major changes upon OTA exposure
in vivo. Only acute responses were clearly seen with the in vitro models, whereas
regenerative processes could be hardly identified in vitro. The latter may be explained at
least in case of the rat primary cells, but likely for the other used models, by the altered
basal expression in vitro of genes involved in these pathways. Finally, HK-2 cells were
incubated with the four nephrocarcinogens also used in the in vivo studies. The comparison
of important gene changes in vivo with in vitro showed only slight similarities and again
mainly acute effects were also seen in vitro. This leads to the assumption that in vitro
expression changes upon treatment are not necessarily correlating with in vivo and that the
used models may only be employed as in vivo replacement for well defined questions. For
defining so called surrogate markers more treatment experiments with a much greater
number of different nephrocarcinogens would be necessary.
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°C

ca.
CaCl,
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CTGF
dest.
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DNA
DNase
dNTP
DSMZ
DTT
EC
EDTA
EGF
EGFR
EGTA
EPA
ER
Ex/Em

FCS
FDA

GB
G2/M
GSH

HBSS
HK-2
hPTCs

IARC

Aristolochiaséure

Abbildung

'Accession number’

'American Type Culture Collection'
Basenpaare

Rinderserumalbumin
beziehungsweise

Grad Celsius

circa

Calciumchlorid

komplementire DNA

Cyclosporin A

'Connective Tissue Growth Factor'
destiliiert

'Dulbecco’s Modified Eagles Medium'
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotid

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Dithiothreitol

'European Commission'
Ethylendiamintetraacetat
'Epiddermal Growth Factor'
'Epiddermal Growth Factor Receptor'
Ethylenglykol-bis(b-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetat
'Environmental Protection Agency'
Endoplasmatisches Retikulum
Extinktion/Emission

Fotales Kédlberserum

'Food and Drug Administration'
Gramm

Erdbeschleunigung (9.81 m/s?)
'GeneBank'

Gap2/Mitose-Phase

Glutathion

Stunde

'Hank’s Balanced Salts Solution'
Humane Nierenzelllinie

humane proximale Tubuluszellen
Hertz

'International Agency for Research on Cancer'
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KBrO;
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kg
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min
mg
MgCl,
ml
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uM
MTT
NacCl
2NF
nm
NNM
NRK
OECD
OTA
PBS
PCA
PCR
pmol
P/S
QRTPCR
RNA
RNase
rpm
rPTCs
RT
SDS
Sec
sog.
Ta
TGF
U

uv

z. B.
z. T.

Immunglobulin

Kaliumbromat

Korpergewicht

Kilogramm

Liter

Losung

Minute

Milligramm

Magnesiumchlorid

Milliliter

Mikroliter

Mikrometer

Mikromol
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid
Natriumchlorid

2-Nitrofluoren

Nanometer

N-Nitrosomorpholin

'normal rat kidney cells'
'Organisation for Economic Co-operation and Development'
Ochratoxin A

'Phosphate buffered saline solution'
Principal Component Analysis = Hauptkomponentenanalyse
Polymerasekettenreaktion
Picomol

Penicillin/Streptomycin
quantitative Real-Time-PCR
Ribonukleinséure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute

Ratten proximale Tubuluszellen
Raumtemperatur
Natriumdodecylsulfat

Sekunde

sogenannt
'Annealing'-Temperatur
'"Transforming Growth factor'
Units (Einheit der Enzymaktivitit)
ultraviolett

zum Beispiel

zum Teil
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Anhang

Die Genlisten mit den Expressionsdaten der in der Diskussion aufgegriffenen Gene
befinden sich im Anhang. Die vollstindigen Genlisten sind auf Anfrage bei der Autorin
erhiltlich.
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