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1 Einleitung

1.1 Die Bedeutung der Entwicklung alternativer Testmethoden fur die

Toxizitatsprufung

Jeder Mensch ist im Laufe seines Lebens einer groRen Menge an
gesundheitsschadlichen Substanzen ausgesetzt. Zu vielen dieser Stoffe liegen bisher
rudimentare Informationen vor und es besteht ein hoher Bedarf der weiteren Erforschung
und Testung (Pruss-Ustun et al., 2011). Da prognostiziert ist, dass die weltweite
Chemikalienproduktion in den néachsten Jahren weiter steigen wird (Wilson und
Schwarzman, 2009), spielt die in vitro Toxikologie eine wichtige Schllsselrolle in der
Prifung und Risikobewertung von toxischen Substanzen fir den Menschen (Vinken,
2013, OECD, 2012a). Die Herausforderung bei der Prifung dieser Stoffe, wie
beispielsweise von Chemikalien und Arzneistoffen, liegt vor allem darin neue
Alternativen zu den regulatorisch geforderten Toxizitatstests zu finden, um einen
gefahrlosen Umgang bei der Verwendung gewahrleisten zu kénnen (Hartung, 2011). Es
gilt mehr Chemikalien mit weniger Ressourcen und Versuchstieren, aber trotz allem mit
hoher Geschwindigkeit und Genauigkeit zu bewerten. Hierfur erstellt die Europaische
Chemikalienagentur ECHA im Rahmen der Verordnung fur die Registrierung,
Bewertung, Zulassung und Beschrankung chemischer Stoffe (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals [REACH] ein immer weiterwachsendes
Register von Chemikalien, die in ihren vielfaltigen Wirkungen Uberprift werden missen
(Ankley et al., 2010, European Chemicals Agency, 2021). Das zugrundeliegende
Konzept von REACH beinhaltet die Sicherstellung der Herstellung, des Vertriebes und
der Verwendung von Chemikalien in der gemeinsamen Verantwortung von Hersteller,
Importeur und Anwender. Hierdurch soll das Ubergeordnete Ziel erreicht werden, die
Umwelt und die menschliche Gesundheit vor schadlichen Einflussen zu schitzen (Lulei,
2008). Des Weiteren sind der Tierschutz und die Vermeidung von Tierversuchen ein
wichtiges Ziel von REACH. Tierversuche sollen, sofern dies moglich ist, durch neue
tierversuchsfreie Methoden ersetzt werden (Schulte et al., 2012).

Der Verantwortung zur Verbesserung und Vermeidung von Tierversuchen waren sich
auch schon William Russell und Rex Burch bewusst. Sie verédffentlichten 1959 in ihrem
Buch ,The Principles of Humane Experimental Technique® das ethische Prinzip der 3R:

Replace, Reduce und Refine (Russell und Burch, 1959). Im Deutschen bedeuten diese
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Begriffe Vermeiden, Verringern und Verbessern. Aus diesem Grund wird das Prinzip in
Deutschland auch das 3V-Prinzip genannt. Diese ethische Richtlinie ist bis heute eine
wichtige Grundlage bei der Planung und Genehmigung von Tierversuchen und ist in
Deutschland im Tierschutzgesetz (TierSchG, BGBI. | S. 1206, 1313) und der Tierschutz-
Versuchstierordnung (TierSchVersV, BGBI. | S. 3125, 3126) verankert (Lorz und
Metzger, 2019). Dennoch beruht die Generierung vieler Toxizitatsdaten bis heute auf
kostspieligen, aufwandigen und teilweise schwer auf den Menschen Ubertragbaren in
vivo Versuchen an Tieren (Abbott, 2005, Barker-Treasure et al., 2015). Denn trotz allen
Fortschritts sind Tierversuche zur Darstellung komplexer Mechanismen im lebendigen
Organismus bis heute unerlasslich (Kohonen et al., 2014). Die flr diese Art der
Datenakquirierung notwendigen Ressourcen stehen jedoch im Widerspruch zu den
heute bestehenden wachsenden Anforderungen (Ankley et al., 2010). Es besteht ein
enormer Bedarf an kostenginstigen und effizienten Toxizitatstests (Tollefsen et al.,
2014) um eine Reduktion von Tierversuchen beispielsweise durch den verstarkten
Einsatz von in silico und in vitro Methoden zu erreichen (Bradbury et al., 2004).

Das optimale Vorhersagemodell einer Toxizitat sollte das Prinzip des Akronyms ADME
(Absorption = Aufnahme, Distribution = Verteilung, Metabolism = Metabolisierung und
Excretion = Ausscheidung) beinhalten (Barker-Treasure et al., 2015). Die Darstellung
dieser Teilprozesse der Verstoffwechselung einer Substanz im lebendigen Organismus
ist eine groRe Herausforderung fir alternative Testmethoden im Vergleich zum
klassischen Tierversuch. Ein Ansatz zur Bewaltigung dieses Problems ist es, mehrere in
vitro Experimente aneinanderzureihen und mit anderen Methoden, wie zum Beispiel in
silico Methoden der Computerwissenschaften, zu verknupfen (Ankley et al., 2010,
Barker-Treasure et al., 2015). Solche neuen tierversuchsfreien Ansatze kdnnen bereits
integrierten Teststrategien hinzugefigt werden, die zur Reduzierung und zum Ersatz
konventioneller in vivo Modelle beitragen (Vinken, 2013).

Ein zu diesem Zweck entworfener Ansatz einer effektiven Toxizitatstestung von
Chemikalien ist das Konzept der integrierten Anséatze zur Prifung und Bewertung
(Integrated Approches to Testing and Assessment [IATA]) zusammen mit dem
Wirkungskonzept des Adverse Outcome Pathway, kurz AOP genannt. Es bietet einen
neuen mechanistischen Ansatz fir die Verwertung und Verknupfung neu generierter in
silico, in chemico und in vitro Datensatze um Vorhersagen fir die Auswirkungen in vivo
zu treffen oder die erhobenen Daten mit bereits bestehenden in vivo Messungen

vergleichen zu kdnnen (Tollefsen et al., 2014).
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1.2 Das Adverse Outcome Pathway Konzept

Ein Adverse Outcome Pathway ist ein konzeptionelles Konstrukt, das auf der Basis
bestehenden Wissens einen mechanistischen oder kausalen Zusammenhang zwischen
einem initiierenden molekularen Ereignis (Molecular Initiating Event [MIE]) und einem
adversen Effekt (Adverse Outcome [AQ]) auf biologischer Ebene darstellt (Ankley et al.,
2010). Es beschreibt auf diese Art und Weise zum Beispiel den Wirkmechanismus einer
toxischen Substanz (Vinken, 2013). In ihrem Aufbau beinhalten AOPs eine sequentielle
Reihe von Schlisselereignissen (Key Events [KE]) auf mehreren Ebenen der
biologischen Organisation (Ankley et al., 2010). Die Darstellung erfolgt in der Regel in

Form eines Flussdiagramms, wie in Abbildung 1 dargestellt.

Adverse Outcome Pathway

MIE KE 1 KE 2 KE n AO

Ebene der biologischen Organisation

{ J
! \ J
in vitro Y \ )

in silico in vivo !
in chemico Feld- und epidemiologische Studien

Informationstypen

Abbildung 1: Aufbau und allgemeines Schema des AOP-Konzepts unter Integration der
verschiedenen verwendbaren Informationstypen.

Ein AOP beginnt mit dem MIE. Diesem folgen beliebig viele KEs, welche in den AO miinden. Das
AOP-Konzept beschrénkt sich hierbei nicht auf eine Ebene der biologischen Organisation. Es
kann der gesamte Prozess von dem Beginn auf molekularer Ebene, bis zu den Auswirkungen auf
eine gesamte Population betrachtet werden. Hierfiir kbnnen verschiedene Informationstypen
verwendet werden. Dazu gehbéren in erster Linie in silico, in chemico, in vitro und in vivo
Methoden, sowie Feld- und epidemiologische Studien. Modifiziert nach (OECD, 2016).
Abktirzungen: AO = Adverse Outcome (adverser Effekt), AOP = Adverse Outcome Pathway, KE
= Key Event (Schliisselereignis), MIE = Molecular Initiating Event (molekulares initiierendes
Ereignis).
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Dieses neue AOP-Konzept kann vielfaltig genutzt werden, zum Beispiel flr die
Entwicklung und Verbesserung von in vitro Toxizitats-Screeningtests. Die Darstellung,
beispielsweise des Wirkmechanismus einer Substanz, beginnt mit der molekularen
Interaktion auf der Zellebene und kann bis hin zu den Auswirkungen auf einzelne
Organe, einen Organismus oder eine Bevolkerungsgruppe untersucht werden (Vinken,
2013).

Als Reaktion auf die zunehmende Verwendung des AOP-Konzepts hat die Organisation
fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (Organisation for Economic Co-
operation and Development [OECD]) einen Leitfaden erstellt, unter anderem um die
Entwicklung und Bewertung der Vollstandigkeit von AOPs zu férdern (OECD, 2012a).
Dem Leitfaden der OECD folgend umfasst die AOP-Entwicklung drei
aufeinanderfolgende Schritte bestehend aus der Festlegung der einzelnen Bestandteile
des AOPs, mit folgender Datenerhebung und abschlieRender Evaluation und Bewertung
(OECD, 2012a, Vinken, 2013). Der erste von drei Abschnitten eines AOPs ist das
molekulare initiierende Ereignis. Diesem folgt eine Reihe von Schlusselereignissen. Das
Ende eines AOPs bildet der adverse Effekt (Vinken, 2013). Die Daten, die das MIE mit
dem AO verbinden, kénnen mithilfe diverser Methoden generiert werden, zum Beispiel
uber in silico Modelle, in vitro Tests oder aus schon bestehenden Daten konventioneller
in vivo Experimente (Ankley et al., 2010). Das MIE beschreibt auf molekularer Ebene die
erste relevante Interaktion einer Substanz mit einem biologischen System und ist von
zentraler Bedeutung, da es durch den Anstol3 einer Kaskade an KEs zu dem AO als
Endpunkt fuhrt. Im Gegensatz zum MIE kann der AO auf verschiedenen Ebenen der
biologischen Organisation stattfinden, von der zellularen bis hin zur Populationsebene.
Weiterhin kann es sich entweder auf einen akuten oder chronischen Verlauf sowie eine
lokale oder systemische schadigende Wirkung beziehen. Ein wichtiger Schritt in jedem
AOP ist die Bestimmung der Schlisselereignisse. Diese KEs bilden relevante messbare
Punkte in dem Wirkmechanismus einer untersuchten Substanz ab und koénnen als
Grundlage beispielsweise flr die Etablierung von in vitro Toxizitats-Screening-Tests
dienen (Vinken, 2013).
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1.3 Die Niere als Zielorgan toxischer Wirkung: Anatomische und
physiologische Grundlagen der Niere sowie Ursachen und Folgen

von Nephrotoxizitat

Die beiden Nieren sind retroperitoneal gelegene Organe. Der makroskopische Aufbau
gliedert sich in Nierenrinde (Cortex renalis), Nierenmark (Medulla renalis) und
Nierenbecken mit sich anschlielendem ableitendem Harnsystem (Sands und Verlander,
2005). In jeder menschlichen Niere befinden sich etwas 1 — 1,5 Millionen Nephrone, die
kleinsten funktionellen Einheiten des Organs. Jedes Nephron besteht aus einem
Nierenkdrperchen (Corpusculum renale) und einem nachgeschalteten Tubulusapparat.
In den Nierenkoérperchen, bestehend aus Glomerulus und Bowman-Kapsel, werden pro
Tag etwas 170 L Primarharn als Ultrafiltrat des Blutes gebildet (Lullmann-Rauch und
Paulsen, 2012, Sands und Verlander, 2005). Wahrend dieses Prozesses werden
harnpflichtige Substanzen, aber auch exogen zugefihrte Giftstoffe und Medikamente
filtriert. Im nachgeschalteten Tubulussystem wird der Primarharn Uber verschiedene
Mechanismen, wie zum Beispiel Resorption und Sekretion, modifiziert. Der
Tubulusapparat ist eingeteilt in den proximalen Tubulus, die Henle-Schleife und den
distalen Tubulus (Abbildung 2) (Marquardt, 2013, Sands und Verlander, 2005). Die
Flussigkeit des Tubulussystems wird anschlieBend in den Sammelrohren
zusammengefasst und Uber den Harnleiter (Ureter) in die Blase (Vesica urinaria)
abgeleitet (Segerer und Wanner, 2014). Eine weitere wichtige Aufgabe der Nieren sind
neben ihrer Filtrations- und Entgiftungsfunktion auch die Kontrolle und die Regulierung
des Wasserhaushaltes. Ebenfalls sind sie fir die Biotransformation und Ausscheidung
von Fremdstoffen verantwortlich. Im Rahmen ihrer endokrinen Funktion sind die Nieren

zudem an der kdrpereigenen Hormonsynthese beteiligt (Sands und Verlander, 2005).
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Abbildung 2: Aufbau des Tubulussystems der Niere.

Das Tubulussystem erstreckt sich vom Nierenmark bis in den Bereich der Nierenrinde. Der im
Nierenkérperchen (Corpusculum renale) produzierte Harn wird in den proximalen Tubulus
abgeleitet. Dem gewundenen Abschnitt (Pars convoluta) des proximalen Tubulus folgt der gerade
Abschnitt (Pars recta). Dieser geht in den Intermediértubulus mit zwei Anteilen (iber. Zundchst
der absteigende Teil (Pars descendens) und diesem folgend ein aufsteigender Bereich (Pars
ascendens). Es schliel3t sich der distale Tubulus an, ebenfalls mit einem geraden Abschnitt (Pars
recta) und einem gewundenen Bereich (Pars convoluta). Die Fliissigkeit des Tubulussystem wird
anschlieBend in den Sammelrohren zusammengefasst und lber das Nierenbecken abgeleitet.
Generiert mit BioRender.com (Lizenznummer: UE24AFK35B) und modifiziert nach (Sands und

Verlander, 2005).

Viele Medikamente oder Chemikalien aus der Umwelt oder Industrie fihren zu einer
Nierenschadigung (Pfaller und Gstraunthaler, 1998). Die Niere stellt somit ein wichtiges
Zielorgan fur die Wirkung von toxischen Substanzen dar. Durch die Exposition
gegenuber diesen Substanzen mit nierenschadigender Wirkung kann es beispielsweise
zur Bildung von Nierentumoren oder zur Entwicklung einer Niereninsuffizienz kommen
(Franchini et al.,, 2005, Pfaller und Gstraunthaler, 1998). Mit 25 % des
Herzminutenvolumens gehort die Niere, neben dem Gehirn und der Lunge, zu den am
besten durchbluteten Organen im menschlichen Kérper (Dekant et al., 2005, Sands und
Verlander, 2005). Dies macht sie auch besonders anfallig gegentiber Fremdstoffen aus

dem Blutkreislauf. Durch diverse Konzentrationsvorgange und Transportmechanismen,
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wie zum Beispiel die Wiederaufnahme von filtrierten Substanzen aus dem Primarharn,
kann es zur intrazellularen Akkumulation toxischer Substanzen in der Niere kommen
(Hart und Kinter, 2005). Ein besonderes Augenmerk liegt dabei auf den Zellen des
proximalen Tubulus. Die proximalen Tubuluszellen sind ein einschichtiges Epithel mit
basaler Streifung und Mikrovilli in Form eines Blrstensaums. Der schematische Aufbau
einer proximalen Tubulusepithelzelle ist in Abbildung 3 dargestellt. Diese Zellen sind im
Tubulussystem flr den Hauptanteil der Nierensekretion und Resorption geldster Stoffe
verantwortlich (Lepist und Ray, 2016) und verfugen Uber diverse Transporter und hohe
Stoffwechselraten (Hall und Unwin, 2007).

Birstensaum —_—

Endozytosevesikel

—\

Golgi & ER

Mitochondrien

Zellkern

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer proximalen Tubulusepithelzelle inklusive
relevanter Zellorganellen.

Die Epithelzellen des proximalen Nierentubulus besitzen einen stark ausgebildeten Biirstensaum.
Am Apex der Zelle befinden sich Endozytosevesikel. Die ldnglichen Mitochondrien liegen
zwischen den Einfaltungen der Basalmembran (hier nicht dargestellt) an der Basis im Zytosol der
Zellen. Generiert mit BioRender.com (Lizenznummer: ZT24AFK9ZX) und modifiziert nach
(Lillmann-Rauch und Paulsen, 2012). Abkiirzungen: ER = Endoplasmatisches Retikulum, Golgi
= Golgi-Apparat.

Diese spezielle Zellmorphologie ermdglicht eine grofRe Resorptionskapazitat fir Wasser,
lonen, Glukose, Aminosauren und Proteine, aber auch flr Fremdstoffe, wie Pharmaka
(Lullmann-Rauch und Paulsen, 2012, Segerer und Wanner, 2014). Die Zellen verfugen
Uber passive und aktive Transportmechanismen wie Carrier-Proteine oder lonenkanale

sowie Mechanismen zur rezeptorvermittelten Endozytose. Diese Uber Endozytose
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aufgenommenen Substanzen, wie beispielsweise Proteine, kénnen dann bei intakter
Funktion in den Lysosomen abgebaut werden (Lullmann-Rauch und Paulsen, 2012,
Sands und Verlander, 2005). Aufgrund ihrer hohen Stoffwechselaktivitat sind die
proximalen Tubulusepithelzellen sehr empfindlich gegenlber toxischen Wirkungen,

besitzen jedoch auch eine hohe Regenerationsfahigkeit (Marquardt, 2013).
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1.4 Anwendung des AOP-Konzepts: Nephrotoxizitat initiiert durch

rezeptorvermittelte Endozytose und lysosomalen Overload

Es erfolgte die Anwendung des AOP-Konzepts auf eine Fallstudie zu medikamentos
induzierter Nephrotoxizitat mit dem Titel ,Rezeptorvermittelte Endozytose und
lysosomaler Overload fihren zu Nephrotoxizitat. Bestimmte Modellsubstanzen fiihren
nach rezeptorvermittelter Endozytose Uber lysosomalen Overload zu einer
Membranpermeabilisierung der Lysosomen. Die Freisetzung intralysosomalen Inhalts
initiiert den Zelltod mit resultierender Nephrotoxizitdt und anschlieRendem
Nierenversagen. Der vollstandige AOP ist im AOPWiki mit der Nummer 257 zu finden
(https://aopwiki.org/aops/257) (Mally, 2021).

1.4.1 Mechanistische Grundlage des AOPs und Erlduterung der molekularen

Prozesse bis hin zu den Auswirkungen auf Organebene

Im Folgenden Abschnitt wird die mechanistische Grundlage dieses AOPs beschrieben.
Eine lllustration des Prozesses zur detaillierten Veranschaulichung der molekularen
Akteure sowie die schematische Darstellung mit der zugeordneten methodischen

Ausarbeitung wurde in Abbildung 4 erstellt.


https://aopwiki.org/aops/257
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Abbildung 4: Darstellung der komplexen molekularen Mechanismen des AOPs
,Rezeptorvermittelte Endozytose und lysosomaler Overload fiihren zu Nephrotoxizitat” in
Kombination mit der gewéhlten Methodik fiir die einzelnen Schliisselereignisse.

(A) lllustration der molekularen Mechanismen der einzelnen KEs des AOPs. Dieser Prozess
findet am apikalen Blirstensaum der proximalen Nierentubuluszellen statt. Ein KE kann hierbei
mehrere molekulare Prozesse vereinigen. (B) Aufbau des AOPs mit Beschreibung der einzelnen
KEs im Zusammenhang mit der methodischen Umsetzung. (A,B) Hier ist das MIE als Bindung
der Substanz an den Rezeptor Megalin und die anschlieBende Endozytose des Substanz-
Rezeptor-Komplexes beschrieben. Die lysosomale Funktion wird durch die Akkumulation der
Substanz intralysosomal beeintrachtigt (KE 1), bis das Lysosom rupturiert und der lysosomale
Inhalt in das Zytosol der Zelle gelangt (KE 2). Dieser Mechanismus flihrt (iber verschiedene
Wege, wie oxidativem Stress und Proteolyse zur Zytotoxizitdt und dem damit verbundenen
Zelltod (KE 3). Der gesamte AOP miindet am Ende in eine Schéadigung und einen Verlust des
Nierengewebes, sodass die Toxizitét der Substanzen auf der Organebene sichtbar wird (AQ). Zur
Untersuchung des KE 1 wurde die Immunfluoreszenzfarbung von LAMP1/2 gewéhlt. Fiir KE 2
wurde eine Immunfluoreszenzfdrbung der Protease CTSD festgelegt. Zur Quantifizierung der
Zytotoxizitdt (KE 3) wurden die Zellen mittels CellTiter-Glo® Zellviabilitatstest untersucht.
Generiert mit BioRender.com (Lizenznummer: YZ24AFJT4Y) und modifiziert nach (Lopez-Novoa
etal., 2011, Quiros et al., 2011). Abkiirzungen: AO = Adverse Outcome (adverser Effekt), AOP =
Adverse Outcome Pathway, BAX = Bcl-2-assoziiertes X Protein, Bcl-2 = B-cell lymphoma 2, BID
= BH3-interacting domain death agonist, CTSD = Cathepsin D, ER = Endoplasmatisches
Retikulum, Golgi = Golgi-Apparat, KE = Key Event (Schliisselereignis), LAMP = lysosomal-
assoziiertes Membranprotein, MIE = Molecular Initiating Event (molekulares initiierendes
Ereignis), ROS = Reactive Oxygen Species (reaktive Sauerstoffspezies).

Jeder AOP beginnt mit dem MIE und startet in diesem Fall mit der Aufnahme der
gewahlten Modellsubstanzen (siehe Abschnitt 1.4.3) Uber Megalin (Moestrup et al.,
1995, Schmitz et al., 2002, Suzuki et al., 2013). Megalin als Rezeptor befindet sich apikal
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in der Membran der proximalen Nierentubuluszellen und kann Gber Liganden-vermittelte
Endozytose zusammen mit der Substanz in die Zelle aufgenommen werden. Alle
Serumproteine mit einer molekularen Masse unterhalb des Schwellenwertes der
glomerularen Filtration von ca. 60 bis 80 kDa sind potentielle Liganden fir Megalin
(Motoyoshi et al., 2008). Beispiele flr Megalin-Liganden sind Polymyxine wie Polymyxin
B und Colistin, Glykopeptide wie Vancomycin und Aminoglykoside wie Gentamicin.
Ebenso stellen im menschlichen Koérper vorkommenden Proteinen, wie Albumin und
Myoglobin, potentielle Bindungspartner dar (Hori et al., 2017, Moestrup et al., 1995,
Suzuki et al., 2013).

Nach der Zellaufnahme befindet sich die Substanz in den Endosomen, welche mit den
Lysosomen fusionieren. Durch die nun voranschreitende Akkumulation der toxischen
Verbindung in den Lysosomen kann es zur Stérung der lysosomalen Funktion (KE 1)
und schlussendlich zur lysosomalen Membranpermeabilisierung (Lysosomal Membrane
Permeabilization [LMP]) mit Freisetzung des lysosomalen Inhalts in das Zytosol der Zelle
kommen (KE 2) (Dai et al., 2014). Durch die Ruptur der lysosomalen Membran werden
proteolytische Enzyme, wie Cathepsine oder andere intralysosomale Substanzen, wie
reaktive Sauerstoffspezies, in das Zytosol freigesetzt (Wang et al., 2018). Ist die
Freisetzung der Cathepsine nur gering, wird von der Zelle tber kontrollierte intrinsische
und extrinsische Wege Apoptose initiiert (Vancompernolle et al., 1998, Wang et al.,
2018). In Fallen der Uberschieflenden Cathepsinfreisetzung beginnen die Proteasen,
zytosolische Proteine abzubauen und fiihren durch Proteolyse zu einer unkontrollierten
Zellnekrose (Kagedal et al., 2001, Li et al., 2000). Zudem wird die LMP auch durch
Komponenten der intrinsischen Apoptose wie Caspasen, reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) und Cathepsine weiter verstarkt, was in einen zur Apoptose fuhrenden, sich selbst
verstarkenden Circulus vitiosus mindet (Boya und Kroemer, 2008). Zusatzlich wird Gber
die aus den Lysosomen freigesetzten Cathepsine, vor allem Cathepsin D (CTSD) und B
(CTSB), proteolytisch das zytoplasmatische Protein BID (BH3-interacting domain death
agonist) aktiviert. BID fuhrt an Mitochondrien zu einer Freisetzung von Cytochrom C und
verstarkt so den Mechanismus des Zelluntergangs (Kagedal et al., 2001). Auch die
Aufnahme der toxischen Substanzen selbst in die Mitochondrien kann die Freisetzung
von Cytochrom C in das Zytosol auslésen und flhrt Gber die Aktivierung verschiedener
Caspasen zur Apoptose (Kuwana et al., 2002). Des Weiteren kénnen die toxischen
Substanzen und Cathepsine aus den Lysosomen das pro-apoptotische Protein BAX
(Bcl-2-associated X Protein) aktivieren (Bidere et al., 2003). Au3erdem degradieren sie

auch Mitglieder der anti-apoptotischen Kaskade wie Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), was zu
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einer vermehrten Akkumulation von BAX fihrt (Stoka et al., 2001). Dies induziert die
vermehrte Porenbildung durch einen Komplex aus den Proteinen BAX und BAK (Bcl-2
homologous antagonist/killer) in der duReren Membran der Mitochondrien (Kagedal et
al., 2005, Kuwana et al., 2002).

In einer Veroffentlichung von Green und Kroemer von 1998 argumentieren die Autoren,
dass ein Hauptmechanismus der intrinsischen Apoptose in erster Linie Uber eine
Membranpermeabilisierung der Mitochondrien ablauft, die durch verschiedene
Mechanismen initiiert werden kann (Green und Kroemer, 1998). Neben der oben
beschriebenen Permeabilisierung der Lysosomen spielt also ebenfalls die
Membranruptur der Mitochondrien eine entscheidende Rolle in der Initiierung von
Apoptose und Nekrose. Die Autoren Boya und Kroemer kamen in ihrer Verdffentlichung
von 2008 zu dem Schluss, dass der lysosomalen Membranpermeabilisierung und dem
anschlielenden Zelltod sehr komplexe Mechanismen zugrunde liegen, bei denen die
beteiligten molekularen Akteure sowohl zu LMP flhren, als auch Folge der LMP sein
kénnen (Boya und Kroemer, 2008). Alle beschriebenen Schadigungsmechanismen
fuhren Gber den Tod vieler einzelner Zellen (KE 3) zur Schadigung des Organs auf
makroskopischer Ebene (definiert als AO).

Der beschriebene Mechanismus soll durch die Ausarbeitung in Form dieses AOPs als
Grundlage fur die Etablierung weiterer mechanistisch relevanter in vitro Endpunkte zur
Prufung auf Nephrotoxizitat dienen. In Abbildung 4 B wurde eine schematische
Darstellung der gewahlten Indikatoren und der verwendeten Methodik in
Gegenuberstellung mit den molekularen Mechanismen bis auf Organebene
ausgearbeitet. Eine Erlauterung der Indikatoren sowie der Auswahl der Methodik ist in
Abschnitt 2.2 zu finden.
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1.4.2 Definition und Funktion von Lysosomen und ihren molekularen Markern

Erstmalig entdeckt wurden Lysosomen vor tber 50 Jahren von Christian de Duve in einer
Studie Uber die Verteilung intrazellularer Enzyme (De Duve et al., 1955). Lysosomen
sind von einer ca. 8 nm dicken Membran umschlossene Zellorganellen, die etwa 5 %
des intrazellularen Volumens einnehmen und eine heterogene GrofRe und Morphologie
aufweisen, abhangig von ihrer funktionellen Lage in der Zelle (Luzio et al., 2007, Wang
et al., 2018). Die Funktionen der Lysosomen sind sehr vielfaltig und beinhalten unter
anderem den Abbau von uber Endozytose und Phagozytose aufgenommenen
Makromolekilen und Krankheitserregern (Johnson et al., 2016, Saftig und Klumperman,
2009). Neben der Degradierung und dem Recycling von extrazellular aufgenommenen
Substanzen, sind sie ebenfalls fir den Abbau intrazellularer Komponenten Uber
Autophagie zustandig (Wang et al., 2018) sowie an der Einleitung der Apoptose beteiligt
(Saftig und Klumperman, 2009). In der Niere gelangen Proteine mit niedrigem
Molekulargewicht Gber den glomerularen Filter in das Tubulussystem und kdénnen hier
von den Tubuluszellen rickresorbiert werden. Insbesondere die Zellen des proximalen
Tubulus besitzen ein hohes Resorptionspotential (Segerer und Wanner, 2014). Wenn
die aufgenommenen Proteine fir die Zelle nicht weiter zu verwerten sind, werden sie in
den Lysosomen abgebaut (Surendran et al., 2014). Ein Uberblick der wichtigsten

lysosomalen Funktionen ist in der folgenden Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Uberblick iiber die wichtigsten Funktionen eines Lysosoms.

Gezeigt sind wichtige lysosomale Funktionen wie Endo- und Exozytose, Autophagie und die
Beteiligung an Mechanismen des Zelltods. Wéahrend einer lysosomalen Membranruptur kbnnen
die Cathepsine, wie Cathepsin D, zum Tod der Zelle fiihren. LAMP ist Bestandteil des
Autophagie-Prozesses und trdgt zur Mobilitat der Lysosomen bei. Generiert mit BioRender.com
(Lizenznummer: WJ24AFJFRL) und modifiziert nach (Wang et al., 2018). Abklirzungen: HSPA8
= Heat shock 70 kDa protein 8, LAMP = lysosomal-assoziiertes Membranprotein, MHC = Major
Histocompatibility Complex (Haupthistokompatibilitdtskomplex).

FUr eine ungestérte Funktion der Lysosomen sind verschiedene Proteine und
Hydrolasen essentiell. Hierzu gehéren die lysosomal-assoziierten Membranproteine
(LAMP). Die LAMPs sind in der lysosomalen Membran vorkommende glykosylierte
Transmembranproteine und fir die Reifung der Phagosomen und die Bestimmung der
Transportart der Vesikel essentiell (Saftig und Klumperman, 2009). Darlber hinaus geht
man davon aus, dass sie die Lysosomen stabilisieren und vor dem Abbau durch ihre
eigenen lysosomalen Enzyme schitzen (Boya und Kroemer, 2008, Luzio et al., 2007).
In einer Studie Uber die Autophagie in Lysosomen in menschlichen HK-2 Zellen des
proximalen Nierentubulus von Liu et al. von 2015 wurde die Expression von LAMP nach

der Behandlung der Zellen mit Substanzen, die eine LMP induzieren, untersucht. Hier
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zeigte sich eine deutliche Zunahme der LAMP-Expression bei der Behandlung von
Zellen mit LMP-induzierenden Substanzen, in diesem Fall glykierte Endprodukte (Liu et
al., 2015). Aufgrund dessen kann man sich die Darstellung der LAMPs im Hinblick auf
eine entstehende LMP zu Nutze machen.

Neben den beschriebenen Membranproteinen enthalten Lysosomen des Weiteren tber
50 verschiedene Hydrolasen, wie zum Beispiel Cathepsine, die ein saures Milieu mit
einem pH-Wert von 4-5 bevorzugen (Wang et al., 2018). Der intralysosomal niedrige pH
wird Uber eine aktive ATPase aufrechterhalten (Mellman et al., 1986, Ohkuma et al.,
1982). Die Cathepsine befinden sich im Inneren der Lysosomen. Die haufigsten Vertreter
sind dabei die Endoproteasen Cathepsin D und Cathepsin B (Wang et al., 2018).
Cathepsine spielen sowohl beim intrazellularen Proteinabbau und Energiestoffwechsel,
als auch fur die Signallibertragung in der Apoptose eine wichtige Rolle (Oberle et al.,
2010). Insbesondere die Aspartylprotease Cathepsin D wurde mit der Apoptoseinduktion
in Verbindung gebracht (Mrschtik und Ryan, 2015) und wird in proximalen Tubuluszellen,
einschliellich RPTEC/TERT1 Zellen, in mittleren bis hohen Mengen exprimiert (Wilmes
et al.,, 2013). Wie die anderen lysosomalen Hydrolasen ist auch CTSD vor allem im
sauren Milieu aktiv. Es wurde jedoch festgestellt, dass die Protease auch aulierhalb der
Lysosomen bei neutralem pH-Wert aktiv sein kann (Boya et al., 2003, Schestkowa et al.,
2007). In der Zelle kann CTSD in intakten Lysosomen mittels Immunfluoreszenz
visualisiert werden. Hierbei kann das Signal in Form von punktférmigen Strukturen
aufgrund der Lokalisation in den Lysosomen mit intakter Membran detektiert werden.
Nach der Membranruptur befinden sich die Cathepsine frei im Zytosol, was sich durch
ein diffuses Signal im gesamten Zytoplasma zeigt (Boya et al., 2003, Kagedal et al.,
2005, Park et al., 2006).
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1.4.3 Chemikalien als Stressoren fur den gewahlten AOP

Bei den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Substanzen sind die Nierenschaden
vorrangig auf den gemeinsamen Mechanismus der lysosomalen Schadigung
zurlckzufuhren und der AOP wurde basierend auf diesem entwickelt. Bei den
Substanzen handelt es sich um drei verschiedene Polymyxine (Polymyxin B, Colistin
und Polymyxin B Nonapeptid), das Aminoglykosid Gentamicin, das Glykopeptid
Vancomycin sowie Cadmiumchlorid. Eine Beschreibung der einzelnen Testsubstanzen
einschlieBlich ihres Aufbaus, ihrer Verwendung sowie ihrer Wirkung auf die Niere erfolgt

in diesem Abschnitt.

1.4.3.1 Polymyxine: Polymyxin B, Polymyxin B Nonapeptid und Colistin

Bei der 1947 erstmalig entdeckten Gruppe der Polymyxine handelt es sich um friher
haufig verwendete Peptidantibiotika (Stansly und Schlosser, 1947). Polymyxine sind
schnell wirksame bakterizide Substanzen, die mit den Lipopolysacchariden der auf3eren
Membran gramnegativer Bakterien interagieren und so eine erhohte Permeabilitat der
bakteriellen Zellmembran bewirken. Diese Membranschadigung fuhrt zur Lyse des
Bakteriums (Zavascki et al., 2007). Lediglich Polymyxin B (PMB) und Colistin (COL),
auch Polymyxin E genannt, sind derzeit im klinischen Gebrauch vorrangig als
Reservesubstanzen im Einsatz (Vattimo et al., 2016). lhre amphipathischen,
kationischen Strukturen bestehen aus hydrophilen und hydrophoben Anteilen und
unterscheiden sich nur geringfligig durch den Austausch einer Aminosaure. COL tragt in
seiner Ringstruktur die Aminosaure D-Leucin, wahrend es sich bei PMB an der
vergleichbaren Stelle um D-Phenylalanin handelt (Velkov et al., 2010, Yun et al., 2015).
In Abbildung 6 sind die chemischen Strukturen der beiden Polymyxin-Antibiotika
dargestellt.
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Abbildung 6: Chemische Struktur von Polymyxin B und Colistin.

Bei den Polymyxinen handelt es sich um polar aufgebaute, verzweigte, zyklische Dekapeptide
aus zehn Peptiden. Eine 6-Methyl-Octanséure befindet sich am N-Terminus. Diese Fettsédure
bildet den hydrophoben Teil des Molekiils. Ebenfalls verfiigen Polymyxine (iber einen
hydrophilen, Kationen-aktiven Bereich. (A) Strukturformel von Polymyxin B mit der Aminoséure
D-Phenylalanin (B) Strukturformel von Colistin mit der Aminoséure D-Leucin. Modifiziert mit
ChemDraw 19.0 nach (Yoshino et al., 2013).

Seit einigen Jahren werden die Polymyxine in streng regulierten Dosierungen als
wirksame Reservemittel bei Infektionen durch multiresistente gramnegative
Krankheitserreger, wie zum Beispiel Pseudomonas aeruginosa oder Klebsiella species,
eingesetzt (Falagas und Kasiakou, 2005). COL wird dabei deutlich haufiger im klinischen
Alltag verwendet als PMB (Li et al., 2006). Die klinische Anwendung der Polymyxine war
in den 1970er Jahren zuvor deutlich reduziert und fast vollstandig eingestellt worden

(Vaara, 2010). Der Ruckgang der Verwendung erfolgte aufgrund der erheblichen neuro-
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und nephrotoxischen Nebenwirkungen (Boucher et al., 2009, Falagas und Kasiakou,
2005).

Viele Medikamente verursachen Nierenschaden tber renale Minderperfusion, tubularen
Zellverlust, Entziindung und oxidativen Stress (Schetz et al., 2005). Bei den Polymyxinen
sind die toxischen Effekte bedingt durch die Akkumulation der Substanzen im
Nierengewebe der Patientinnen und Patienten und stellen bis heute den
dosislimitierenden Faktor in der klinischen Verwendung dar (Vattimo et al., 2016).
Nierenschaden kommen bei bis zu 60 % aller Personen, die mit einem Polymyxin
behandelt werden vor (Hartzell et al., 2009, Kubin et al., 2012, Yun et al., 2015). Dabei
sind diese bei Patientinnen und Patienten mit vorbestehenden Nierenschaden deutlich
starker ausgepragt als bei normaler Nierenfunktion. Des Weiteren korreliert die Schwere
der Nierenschadigung mit dem zunehmenden Alter der Patientinnen und Patienten
(Vaara, 1992). PMB und COL wurden mehrfach in der Vergangenheit im Hinblick auf
ihre nephrotoxische Wirkung getestet. Hierbei wurde beobachtet, dass sich PMB in vitro
als toxischer im Vergleich zu COL herausstellte, wahrend in vivo COL ein grof3eres
toxisches Potential aufwies (Roberts et al., 2015, Zavascki und Nation, 2017). Aufgrund
der ausgepragten Nebenwirkungen wird derzeit intensiv an der Entwicklung weniger
toxischer Derivate geforscht (Mingeot-Leclercq et al., 2012). Auch wenn es bereits
umfassende Studien bezlglich der Wirkungsweise der Polymyxine gibt, sind sie auch
weiterhin Teil aktueller Forschung. Der Grolteil des glomerular filtrierten PMB wird in
den tubularen Epithelzellen rickresorbiert. Dies erklart die massive Akkumulation der
Substanz in den Zellen. Da der Abschnitt des proximalen Tubulus eine besonders hohe
Stoffwechselaktivitat besitzt, sind vor allem die Zellen in diesem Abschnitt des
Tubulussystems betroffen (Kubin et al., 2012, Sandri et al., 2013, Yun et al., 2015,
Zavascki et al., 2007). Die hier beschriebene nephrotoxische Wirkung der Polymyxine
entspricht dem zugrundeliegenden Mechanismus des untersuchten AOPs im Rahmen
dieser Arbeit. Azad et al. zeigten in einer Studie von 2015, dass Polymyxine in vitro in
renalen Tubuluszellen zu oxidativem Stress, DNA-Schaden und morphologischen
Veranderungen der Mitochondrien fihren (Azad et al.,, 2015). Als Folge der
ausgepragten Schadigung wurde in den betroffenen Zellen Apoptose initiiert (Azad et
al.,, 2013). Auf molekularer Ebene werden Polymyxine Uber Megalin-vermittelte
Endozytose aus dem Harn in die Zellen der proximalen Tubuli aufgenommen. Da es sich
um lipophile Basen handelt, gelten Polymyxine als lysosomotrop und akkumulieren in
den Lysosomen (Manchandani et al., 2017, Moestrup et al., 1995, Pavelka und Roth,

2005). Fur die folgende lysosomale Membranpermeabilisierung sind deteregensahnliche
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Effekte verantwortlich, welche die lysosomale Membran destabilisieren (Boya et al.,
2003). Als Folge der lysosomalen Ruptur kommt es zur Zytotoxizitat im Nierengewebe
(Azad et al., 2013).

Polymyxin B Nonapeptid (PMBN) ist ein Derivat von PMB, das sich durch das Fehlen

des Fettsaurerestes sowie eines Molekils Diaminobuttersaure von PMB unterscheidet
(Vaara, 1992). Seine chemische Struktur ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Chemische Struktur von Polymyxin B Nonapeptid.

Der Aufbau gleicht der chemischen Struktur von Polymyxin B, wie in Abbildung 6 (A) dargestellt,
bis auf das Fehlen des Fettsdurerestes am N-Terminus sowie einer Diaminobuttersdure. Wie
Polymyxin B verfiigt Polymyxin B Nonapeptid lber die Aminosédure D-Phenylalanin in seiner
Ringstruktur. Modifiziert mit ChemDraw 19.0 nach (Yoshino et al., 2013).

Polymyxin-Derivate wie PMBN sind deutlich weniger potent als PMB gegen oben
genannte Erreger. PMBN verfugt jedoch Uber die Fahigkeit die Auflenmembran der
Bakterien zu permeabilisieren und kann somit den Eintritt anderer Antibiotika erleichtern.
Es wird aus diesem Grund auch Permeabilisator genannt (Vaara, 1992). Bisher wurde
PMBN in mehreren in vitro Studien kurz nach seiner Entdeckung (Vaara, 1992), sowie
nachfolgenden Untersuchungen zur Entwicklung von Antibiotika und Studien zur
molekularen und zellularen Biologie von Bakterien verwendet. Diese Studien sind in
einem Artikel von M. Vaara von 2019 aufgefihrt (Vaara, 2019). Es wurde berichtet, dass
das Fehlen des lipophilen Schwanzes nicht nur zu einer Verringerung der
antibakteriellen Aktivitat, sondern auch zu einer Abnahme der nephrotoxischen Wirkung
fuhrt. Diese Verringerung der Toxizitat wurde beispielsweise in einer Studie von

Keirstead et al. von 2014 nachgewiesen (Keirstead et al., 2014). Es wird vermutet, dass
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die Toxizitat von Polymyxinen vorrangig durch ihren D-Aminosauregehalt und ihre
Fettsaurekomponente zustande kommt. Dies legt nahe, dass die nachgewiesene
Verringerung der toxischen Wirkung bei PMBN aus dem Fehlen des lipophilen
Fettsaurerestes resultiert (Berg et al., 1996, Berg et al., 1998).

1.4.3.2 Aminoglykoside: Gentamicin

Gentamicin (GEN) wird der Klasse der Aminoglykosidantibiotika zugeordnet und vor
allem fir die Behandlung pulmonaler, okularer und intestinaler Infektionen mit
gramnegativen Bakterien verwendet (Chen und Kaye, 2009). Aminoglykoside besitzen
aufgrund ihrer vielen Aminogruppen eine kationische Struktur. Dieser Aufbau ist
malfdgeblich an der Schadigung des Nieren- und Horgewebes beteiligt, in welchem die
Antibiotika akkumulieren (Moore et al., 1987). Trotz der unerwiinschten Nephro- und
Ototoxizitat sind Aminoglykosidantibiotika oftmals die einzig wirksame Alternative bei
multiresistenten Keimen (Lopez-Novoa et al., 2011). Vorteile der Aminoglykoside sind
hierbei vor allem die schnelle bakterizide Wirkung, ihre chemische Stabilitat, die geringe
Resistenzlage und der niedrige Kostenaufwand (Edson und Terrell, 1999). Verwendete
Wirkstoffe sind Gentamicin und Tobramycin sowie die halbsynthetischen Derivate
Netilmicin und Amikacin (Laurent et al., 1990). GEN ist der bekannteste Vertreter der
Aminoglykoside und wird trotz seiner ausgepragten nephrotoxischen Wirkung haufig im
klinischen Alltag verwendet (Lopez-Novoa et al., 2011). In Abbildung 8 ist die chemische

Struktur von Gentamicin C dargestellt.

A eI B Gentamicin C Rest

,\\“Rz
R, Subtypen R1 R2 R3
oSN c1 -CH3 -H -CH3
i Cla -H H -H
HO' NH; C2 -CH3 -H -H
—Q C2a H CH3 H
o C2b H H CH3

Abbildung 8: Chemische Struktur von Gentamicin Typ C.

Der pharmazeutisch genutzte Wirkstoff enthélt fast ausschliel3lich Gentamicin vom Typ C. Dies
stellt wiederum ein Gemisch der verschiedenen Unterformen C1, C1a, C2, C2a und C2b dar. (A)
Chemische Struktur von Gentamicin mit Markierung der unterschiedlichen Reste. (B) Tabelle zur
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Unterscheidung der einzelnen Subtypen von Gentamicin C mit Erlduterung der Reste 1, 2 und 3.
Modifiziert mit ChemDraw 19.0 nach (Hermann, 2007).

Die durch GEN induzierte Nephrotoxizitdt manifestiert sich als nicht-oligurische
Niereninsuffizienz und geht mit einem Anstieg des Serumkreatinins einher (Mingeot-
Leclercq und Tulkens, 1999). Neben einer Stérung der glomerularen Filtration und
vaskularen Effekten ist der Hauptort der Schadigung durch GEN das Tubulussystem der
Niere. Hier kommt es vor allem zur Akkumulation des Antibiotikums in den Epithelzellen
des proximalen Tubulus, assoziiert mit einer entziindlichen Komponente (Lopez-Novoa
et al., 2011). Diese Akkumulation der Substanz in Zellen des proximalen Nierentubulus
konnte sowohl im Tierversuch (Pattyn et al., 1988) als auch im Menschen (Verpooten et
al., 1989) nachgewiesen werden. Der Rezeptor Megalin ist an Endozytose-
Mechanismen der Zelle beteiligt und kommt vor allem im proximalen Tubulus vor. Dieser
Rezeptor fuhrt zu einer Aufnahme von GEN mittels Endozytose. Zellen mit einer hohen
Expression des Rezeptors Megalin weisen ebenfalls eine hohe intrazellulare
Konzentration von GEN auf (Schmitz et al., 2002). In der Zelle wandert der Endozytose-
Komplex aus Megalin und GEN durch das endosomale Kompartiment und akkumuliert
hauptsachlich in den Lysosomen, dem Golgi-Apparat und dem endoplasmatischen
Retikulum (Silverblatt, 1982, Silverblatt und Kuehn, 1979). Sobald die Konzentration des
Aminoglykosids in den Lysosomen eine unbestimmte Schwelle Uberschreitet, fuhrt dies
zur Ruptur der lysosomalen Membran. Hierbei wird deren Inhalt in das Zytosol freigesetzt
(Ngaha und Ogunleye, 1983, Regec et al., 1989). Lysosomen enthalten hochaktive
Proteasen, die Cathepsine, welche in der Lage sind Uber die Spaltung von Caspasen
und die proteolytische Aktivierung von BID (BH3-interacting domain death agonist
Protein) den Zelltod in Form der Apoptose einzuleiten (Chwieralski et al., 2006, Ngaha
und Ogunleye, 1983, Yin, 2006). Sobald sich sehr grolte Mengen an Cathepsinen im
Zytosol befinden, kann es neben dem geregelten Zelltod Uber Apoptose auch zu einer
massiven Proteolyse im Zellinneren kommen, was wiederum zu einer Zellnekrose fuhrt
(Golstein und Kroemer, 2007). Des Weiteren wird die Einleitung der Apoptose durch die
direkte und indirekte Wirkung des zyotosolischen GEN auf die Mitochondrien (Mather
und Rottenberg, 2001) und die Entstehung von oxidativem Stress begunstigt (Walker
und Shah, 1988).
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1.4.3.3 Glykopeptide: Vancomycin

Vancomycin (VAN) ist ein Glykopeptidantibiotikum, das erstmals im Jahr 1952 aus dem
Bodenbakterium Amycolatopsis oerientalis isoliert und 1958 von der United States Food
and Drug Administration (FDA) flr den Patientengebrauch zugelassen wurde (Anderson
et al., 1961, Levine, 2006). Dennoch wurde das neue Antibiotikum zunachst sehr wenig
verwendet, da es vorrangig durch Verunreinigungen zu vielen Nebenwirkungen wie
Fieberreaktionen, Ototoxizitat, Venenentziindungen und Nephrotoxizitat kam (Geraci et
al., 1962, Griffith, 1981). In den 1970er Jahren kam es durch das weltweit vermehrte
Aufkommen von Methicillin-resistenten Staphylokokken und der mittlerweile erreichten
hohen Reinheit der Substanz zu einer vermehrten Verwendung von VAN (Griffith, 1981,
Moellering, 2006). Seit den 1980er Jahren wurde es als wirksame Alternative gegen
nosokomiale Infektionen mit Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus oder
Enterokokken und bei der antibiotikaassoziierten pseudomembrandsen Enterokolitis
eingesetzt (Geraci et al., 1956, Levine, 2006, Peacock et al., 1980). Das Wirkspektrum
der Glykopeptide ist aufgrund ihrer Gréfke und hydrophilen Eigenschaften auf
grampositive Bakterien beschrankt. Die chemische Struktur von VAN ist in Abbildung 9

dargestellt.

&

H

Abbildung 9: Chemische Struktur von Vancomyecin.

Vancomycin besteht aus drei Makrozyklen, zwei sechzehngliedrigen und einem zwdlfgliedrigen
Heterozyklus. Zudem enthélt die Struktur von Vancomycin sieben Aminosdurebausteine.
Modifiziert mit ChemDraw 19.0 nach (Freissmuth, 2020).

22



1 Einleitung

Seine bakterizide Wirkung beruht auf der Hemmung der Bildung von Quervernetzungen
wahrend des Aufbaus der Zellwand grampositiver Bakterien. Bei der Anwendung von
VAN sind diverse Nebenwirkungen wie Ototoxizitat, Phlebitis, Rétungen und
Nephrotoxizitdt zu beachten (Freissmuth, 2020). Um die Entstehung der
Nierenschadigung zu verstehen, ist es wichtig die genauen zellularen Auswirkungen von
VAN in der Niere zu kennen. 1992 konnte erstmals die Lokalisation und Akkumulation
von VAN in den Lysosomen von proximalen Nierenzellen visualisiert werden
(Beauchamp et al., 1992). VAN wird durch rezeptorvermittelte Endozytose tiber Megalin
mittels Endosomen in die Zellen aufgenommen. Die Endosomen fusionieren mit den
Lysosomen. Als Folge kann es zu einer lysosomalen Membranruptur mit ausgepragter
Freisetzung von intralysosomalen Bestandteilen in das Zytosol kommen. Uber diesen
Mechanismus kann die Apoptose oder durch intrazelluldre Proteolyse die Nekrose
eingeleitet werden (Boya und Kroemer, 2008, Pais et al., 2020). Eine Verdffentlichung
von Fujiwara et al. von 2012 konnte bestatigen, dass VAN in der Niere neben den Zellen
des distalen Tubulus und der Sammelrohre vor allem von den stoffwechselaktiven
Epithelzellen des proximalen Tubulus aufgenommen wird und hier zu einer Schadigung
fuhrt. Mittels Immunfluoreszenzfarbung konnte in mit VAN und GEN behandelten Ratten
eine Kolokalisation der beiden Medikamente in den Lysosomen der Zellen des
proximalen Tubulus nachgewiesen werden (Fujiwara et al., 2012). Die akute tubulare
Nekrose wird durch verschiedene Mechanismen ausgeldst. In den Zellen kommt es
beispielsweise zu vermehrtem oxidativem Stress (Nishino et al., 2003, Pais et al., 2020).
Die Mitochondrien setzen zudem Cytochrom C frei. Durch die Aktivierung von Caspasen

wird Apoptose induziert (Arimura et al., 2012, Pais et al., 2020).

1.4.3.4 Cadmium

Cadmium ist ein weit verbreiteter toxischer Schadstoff, der vor allem uber
Zigarettenrauch, Lebensmittel, Wasser und Luftverschmutzung von Mensch und Tier
aufgenommen wird (Rani et al., 2014). Cadmium bewirkt vielfaltige toxische Effekte,
darunter Kanzerogenitat, Teratogenitat und Nephrotoxizitat (Jarup, 2002, Rani et al.,
2014). Im Hinblick auf die Nephrotoxizitat sind verschiedene schadigende Mechanismen
durch Cadmium bekannt, wie die Bildung von oxidativem Stress durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) (Rani et al, 2014), die Stérung von DNA-
Reparaturmechanismen (Giaginis et al., 2006) und eine erhdhte Resistenz gegenuber

Apoptose (Achanzar et al., 2002). Sobald Cadmium in den Blutkreislauf des Kdérpers
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gelangt ist, wird es zunachst zur Leber transportiert und induziert dort die Synthese von
Metallothionein. Metallothionein bindet Cadmium und mildert somit seine toxische
Wirkung etwas ab. Der Cadmiummetallothionein-Komplex wird anschlieRend erneut in
den Blutkreislauf freigesetzt (Jin et al., 1998, Klaassen et al., 2009). In den Nieren wird
er uber die Glomeruli filtriert und kann anschlieBend Uber Megalin-vermittelte
Endozytose von den Epithelzellen des proximalen Tubulus wieder aufgenommen
werden (Klaassen et al., 2009). Somit erleichtert Cadmiummetallothionein die Aufnahme
von Cadmiumionen in die Nierenzellen (Klaassen und Liu, 1997, Prozialeck und
Edwards, 2012). Cadmiummetallothionein wird in den Lysosomen der
Nierentubuluszellen abgebaut und Cadmiumionen werden freigesetzt. Diese werden,
soweit mdglich, an von den Tubuluszellen neu gebildetes Metallothionein gebunden
(Nordberg et al., 1971). Sobald alle Metallothionein-Bindungsstellen gesattigt sind,
kénnen nicht mehr alle anfallenden Cadmiumionen in den Tubuluszellen gebunden
werden, was zu einer Schadigung der Nierentubuli und einer Ausscheidung von
Cadmium dber den Urin flhrt (Goyer et al., 1989, Thévenod und Friedmann, 1999).
Wichtig fir den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten AOP ist der Mechanismus der
Nephrotoxizitat, verursacht durch lysosomale Schadigung. Hierzu wurde 2017 eine in
vitro Studie von Lee et al. an NRK-52E Zellen durchgefuhrt. Hier zeigte sich, dass es
bereits ab Konzentrationen von 10-25 pM von in fétalem Rinderserum geldsten
Cadmiumionen zu einer Stérung der lysosomalen Funktion und einer Schadigung dieser
kam (Cherian, 1980, Jin et al., 1986, Lee et al., 2017). Zusammengefasst ist die
nephrotoxische Wirkung von Cadmium bis heute noch unzureichend verstanden und

setzt sich aus vielen verschiedenen Mechanismen und Aspekten zusammen.

24



1 Einleitung

1.5 Zielsetzung der Doktorarbeit

Das ubergeordnete Ziel dieser Doktorarbeit ist es, einen Beitrag zur Entwicklung
innovativer, tierversuchsfreier in vitro Testsysteme zur Prifung der systemischen
Toxizitat im Rahmen der pradiktiven Toxikologie zu leisten. Die Arbeit konzentriert sich
hierbei auf die schadigende Wirkung von ausgewahlten Modellsubstanzen auf die
proximalen Tubuluszellen der Niere, die ein wichtiges Hauptziel toxischer Wirkungen von
Medikamenten und Chemikalien darstellen. Im Detail soll das bestehende Wissen
dariber, wie rezeptorvermittelte Endozytose und lysosomaler Overload zu
Nephrotoxizitat flhren, im Rahmen des AOP-Konzepts angewendet werden. Hierbei soll
gepruft werden, ob es moglich ist Schllisselereignisse im Mechanismus durch einzelne
in vitro Assays abzubilden und ob diese flr eine in vitro Prifung sowie eine prazise
Toxizitatsvorhersage geeignet sind. Durch die neu gewonnene Kenntnis aus dieser
Fallstudie ist es das Ziel der Arbeit, zur Entwicklung neuer toxikologischer Prifverfahren
fur unbekannte Chemikalien und damit zur Reduzierung von Tierversuchen beizutragen.
Um dies zu erreichen, wurden die spezifischen strategischen Ziele dieser Dissertation

wie folgt definiert:

1) Etablierung von in vitro Assays fur die dem AOP zugrundeliegenden

Schlusselereignisse in kultivierten Nierenepithelzellen, insbesondere

a) Identifizierung eines geeigneten Endpunkts fir die Stérung der lysosomalen
Funktion (KE 1) und darauf basierende Entwicklung und Etablierung eines in vitro

Assays zur Visualisierung und Quantifizierung dieses Endpunktes.
b) Auswahl eines geeigneten Endpunkts zur Visualisierung und Quantifizierung
der lysosomalen Membranpermeabilisierung (KE 2) zur Ausarbeitung eines in

vitro Assays.

2) Evaluierung und Bewertung der etablierten in vitro Assays durch Modellstressoren fur

den untersuchten AOP und Generierung von Dosis-Wirkungs-Kurven.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Ausrustung

Tabelle 1: Liste der verwendeten technischen Ausriistung in alphabetischer Reihenfolge mit
Herstellerangabe.

Gerat Hersteller

u-Slide 8 Well (8-Well-Chamber Slide) Ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland

96-Well-OptiPlate PerkinElmer, Rodgau, Deutschland

96-Well-Platten Cellstar, Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland

Anfarbesystem Stain Tray (Feuchte Biozym Scientific GmbH, Hessisch

Kammer) Oldendorf, Deutschland

Autoklav Typ 28 MELAG Medizintechnik, Berlin,
Deutschland

Feinwaage AG245 Mettler, Giessen, Schweiz

Filterpapier Bogen A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,
Wirzburg, Deutschland

Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,

Wirzburg, Deutschland
Herdplatte mit Rihrer IKA-Combimag IKA — Werk, Staufen im Breisgau,

Typ RCT Deutschland

Inkubator BB 6220 Heraeus, Hanau, Deutschland

Inkubator Hera Cell Heraeus, Hanau, Deutschland

Kombischiittler KL 2 Edmund Buhler, Hechingen,
Deutschland

Konfokalmikroskop Leica TCS SP5, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

DEMI6000 Deutschland

Konfokalmikroskop Obijektiv, Leica HCX Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
PL APO lambda blue 63.Dx 1.40 OIL UV Deutschland

Lichtmikroskop TMS-F No. 300619 & Nikon GmbH, Disseldorf, Deutschland
Objektiv Nikon 0,3 A

Luminometer Mithras LB 940 Berthold, Bad Wildbad, Deutschland
Messpipetten (2 mL, 10 mL, 25 mL) Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland
Mikroskop Immersionsdl, 50101 Ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland
Multipipette (200 uL), Transferpette S-8  Brand, Wertheim, Deutschland
ph-Meter, pH 526 Wissenschaftlich — Technische
Werkstatten, Weilheim, Deutschland
Pipette (10 pL) Reference, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
Pipetten (20 pL, 200 uL, 1000 uL) Gilson, Middleton, USA
Pipettenspitzen Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Pipettierhilfe Accu-jet Brand, Wertheim, Deutschland
Reaktionsgefalte (1,5 mL, 2 mL) Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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Gerat Hersteller

Sicherheitswerkbank Antair BSK 6 Dietmar Muller Labortechnik,
Windhangen, Deutschland

Sterilfiltersystem SST2 (PorengrofRe 0,2  A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,

pm) Wirzburg, Deutschland

Tisch-Zentrifuge Universal 320R Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Deutschland

Vortex-Schuttler L 46 A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,

Wirzburg, Deutschland
Wasserbad mit Schuttler, Julabo SW- Edmund Buhler, Bodelshausen,
20C/2 Deutschland
Zellkulturfilter Filtropur V50, 500 mL, 0,2 Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
um

Zellkulturflaschen (75 cm?, 25 cm?) Cellstar, Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland
Zentrifuge, Hettich Universal & K2S Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Laborfuge 400e Tuttlingen, Deutschland
Zentrifugenréhrchen (15 mL, 50 mL) Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,

Deutschland

2.1.2 Software

Tabelle 2: Verwendete Software fiir die Datenauswertung und statistische Analyse mit
Herstellerangabe in alphabetischer Reihenfolge.

Programm Hersteller

BioRender® 2022 BioRender®, Toronto, USA

ChemDraw 19.0 PerkinElmer Inc., Waltham, USA

EndNote X9 Clarivate Analytics, Philadelphia, USA

GraphPad PRISM 5 GraphPad Software Inc., San Diego,
USA

ImageJ Fiji, Open Source

Leica Application Suite Advanced Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Fluorescence (LAS AF) Deutschland

Microsoft Excel 2016 Microsoft Office, Redmond, USA

Microsoft Power Point 2016 Microsoft Office, Redmond, USA

Microsoft Word 2016 Microsoft Office, Redmond, USA

MikroWin 2000 Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overath,

Deutschland

2.1.3 Chemikalien, Medikamente und Kits

Tabelle 3: Liste der Verwendeten Chemikalien in alphabetischer Reihenfolge mit CAS-Nummer
und Herstellerangabe.

Substanz CAS-Nummer Hersteller

Bovines Serum Albumin (BSA) 9048-46-8 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
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Substanz CAS-Nummer Hersteller
Doppelt destilliertes Wasser (ddH.0) 7732-18-5 Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe,
Deutschland
Essigsaure (Eisessig) 100% 64-19-7 Merck, Darmstadt,
Deutschland
Ethanol (absolut) 64-17-5 ChemSolute,
Renningen,
Deutschland
Methanol (100%) 67-56-1 Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Natronlauge 2N (NaOH) 1310-73-2 Merck, Darmstadt,
Deutschland
Paraformaldehyd (95%) 30525-89-4 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
Phalloidin -Tetramethylrhodamine 17466-45-4 Merck, Darmstadt,
isothiocyanate Deutschland
Salzsaure 37 % (HCI) 7647-01-0 Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
Triton™ X-100 9002-93-1 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
Trypan Blau Lésung 0,4% 72-57-1 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
Tween®20 9005-64-5 Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
Vectashield® Mounting Medium mit H-1200 VECTOR Laboratories

DAPI

INC, Burlingame CA,
USA

Tabelle 4: Verwendete nephrotoxische Testsubstanzen flir die Zellbehandlung in alphabetischer

Reihenfolge mit CAS-Nummer, Katalognummer und Herstellerangabe.

Substanz CAS- Katalognummer Hersteller
Nummer
Cadmiumchlorid 10108-64-2  202908-10G Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
Colistin Sulfat Salz 1264-72-8 C4461-100MG Sigma-Aldrich,

Gentamicin Sulfat Salz 1405-41-0

Polymyxin B
Nonapeptid
Hydrochlorid

86408-36-8

G1264-50MG

P2076-5MG
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Substanz CAS- Katalognummer Hersteller
Nummer
Polymyxin B Sulfat 1405-20-5 P4932-1MU Sigma-Aldrich,

Salz

Vancomycin 1404-93-9 V2002-100MG
Hydrochlorid

Taufkirchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Tabelle 5: Verwendete Kits mit Katalognummer und Herstellerangabe.

Name Katalognummer

Hersteller

CellTiter-Glo® G7570
Luminescent Cell
Viability Assay

Promega, Mannheim,
Deutschland

2.1.4 Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle 6: Verwendete Zellkulturmedien und Zusétze fiir die Zellkultur mit Katalognummer und

Herstellerangabe in alphabetischer Reihenfolge.

Substanz Katalognummer

Hersteller

Dulbecco’s modified eagle P04-03500
Medium (DMEM) mit 4,5 g/L

Glukose und 1,5 g/L

Natriumbikarbonat

Dulbecco’s modified eagle 11966-025
Medium (DMEM) ohne

Glukose

Dulbecco’s phosphate D1408-500ML

buffered Saline (10x) (DPBS)

Epidermaler Wachstumsfaktor E9644-.2MG
(Epidermal Growth Factor

[EGF)])

Fetales Kalberserum (Fetal S0615
bovine serum [FBS])

GlutaMAX™-] (100x) 35050-061
Ham’s F12 Medium 21765-029
Hydrokortison (50 uM) H0135-1MG
ITS (Insulin, Transferrin, 11884-1VL

Natriumselenit) (100x)
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PAN-Biotech,

Aidenbach, Deutschland

Gibco/Thermo Fisher
Scientific, Dreieich,
Deutschland
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt,
Deutschland
Gibco/Thermo Fisher
Scientific, Dreieich,
Deutschland
Gibco/Thermo Fisher
Scientific, Dreieich,
Deutschland
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
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Substanz Katalognummer Hersteller

Minimum Essential Medium 11140-035 Gibco/Thermo Fisher
Non Essential Amino Acids Scientific, Dreieich,
Losung (MEM NEAA) (100x) Deutschland
Natriumpyruvat (100x) 11360070 Gibco/Thermo Fisher

Scientific, Dreieich,
Deutschland
Penicillin-Streptomycin (100x)  P4333-100ML Sigma-Aldrich,
Taufkirchen,
Deutschland
Trypsin/EDTA T3924-100ml Sigma-Aldrich,
(Ethylendiamintetraessigsaure) Taufkirchen,
Deutschland

2.1.5 Loésungen und Ansatze

Tabelle 7: Verwendete Lésungen und Ansétze fiir die Zellkultur und Immunfluoreszenzférbung
mit Beschreibung der Herstellung.

Alle Lésungen und Ansétze wurden fiir jedes Experiment frisch vorbereitet. Lediglich die BSA
Blockierlésungen, die EGF-Lésung, der ITS-Zusatz und der Hydrocortison-Zusatz wurden
aliquotiert, eingefroren und einmalig wieder flir die Verwendung aufgetaut. Abkiirzungen: BSA =
Bovines Serum Albumin, DPBS = Dulbecco’s phosphate buffered Saline, DPBST = Dulbecco’s
phosphate buffered Saline mit Tween, EGF = Epidermal Growth Factor (Epidermaler
Wachstumsfaktor), ITS = Insulin, Transferrin, Natriumselenit, PFA = Paraformaldehyd.

Lésungen und Ansitze Zusammensetzung und Herstellung

0,095 uM Phalloidin-Tetramethylrhodamine  Phalloidin-Tetramethylrhodamine

B Isocyanat L6sung isothiocyanate (0,1 mg/mL in
Methanol) 1:6400 in 1x DPBS
verdinnt

0,2 % Dulbecco’s phosphate buffered Fir 25 mL: 50 pL Tween20® in 25 mL

Saline mit Tween (DPBST) 1x DPBS gel6st und gut gemischt

0,2 % Triton™X-100 Fir 12,5 mL: 12 yL Triton™X-100 in

Permeabilisierungslésung 12,5 mL 1x DPBS gel6st und gut
gemischt

1 % BSA Blockierlésung Fir 10 mL: 2 mL 5% BSA
Blockierldsung zu 8 mL 1x DPBS
zugegeben

1x DPBS 1:10 10x DPBS 1:10 in ddH20 geldst

4 % Paraformaldehydlésung Far 25 mL: 1 g Paraformaldehyd

(95%) in 25 mL 1x DPBS unter
standigem Ruhren bei ca. 60°C gel6st,
1 N NaOH bis zum Aufklaren der
Lésung zugegeben, Titration mit 1 M
HCI bis ein pH = 7,4 (x0,5) erreicht

war.
5 % BSA Blockierlésung Fir 28 mL: 1,4 g BSA in 28 mL 1x

DPBS unter standigem Ruhren geldst
EGF-Lésung 0,2 mg EGF-Pulver in 5 mL 10 mM

Essigsaure geldst und gut gemischt
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Losungen und Ansitze

Zusammensetzung und Herstellung

Essigsaure (10 mM)

Hydrokortison-Zusatz (36 ng/mL)

ITS-Zusatz (5 ug/mL Insulin, 5 ug/mL
Transferrin, 5 pg/mL Natriumselenit)

57,19 uL 1 M Essigsaure in 100 mL
ddH20 geldst und 1:100 verdlnnt,
danach Uber einen Filter (Porengrolie
von 0,2 um) filtriert

181,25 pg Hydrokortison (50 uM) in 1
mL 100 % Ethanol geldst und
gemischt, 27 mL DPBS hinzugegeben

0,5 mg ITS-Pulver in 5 mL 10 mM
Essigsaure geldst und gemischt, 45

mL ddH->O hinzugefiigt

2.1.6 Zelllinien

Tabelle 8: Verwendete Zelllinien mit Beschreibung des Ursprungs, Katalognummer und
Herstellerangabe in alphabetischer Reihenfolge.

Zelllinie Ursprung Katalognummer Hersteller

NRK-52E Geklonte Mischkultur 87012902 European
normaler Nierenzellen Collection of
der Ratte mit Authenticated
epithelartigen Cell Cultures,
Eigenschaften (De Porton Down,
Larco und Todaro, Salisbury,
1978) England

RPTEC/TERT1 Immortalisierte humane CHT-003-0002-12m Evercyte
renale proximale GmbH, Wien,
Tubulusepithelzellen Osterreich

mit Einfigung der
TERT1-Expression in

die RPTEC-

Primarzelllinie (Wieser

et al., 2008)

2.1.7 Antikorper

Tabelle 9: Verwendete monoklonale Antikbrper mit Beschreibung der Zielstruktur, Wirtsspezies,
Katalognummer und Herstellerangabe in alphabetischer Reihenfolge.

Zielstruktur Wirtsspezies Katalog- Hersteller
nummer

Cathepsin D Maus NBP1-04278  Novus Biologicals, Wiesbaden,
(4G2) Deutschland
Cathepsin D Maus sc-377299 Santa Cruz Biotechnology,
(D7) Heidelberg,

Deutschland
LAMP1 (H4A3) Maus sc-20011 Santa Cruz Biotechnology,
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Zielstruktur Wirtsspezies Katalog- Hersteller
nummer
LAMP2 (H4B4) Maus sc-18822 Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg,
Deutschland
m-IgGk BP-CFL sc-516176 Santa Cruz Biotechnology,
488 Heidelberg,

Deutschland

32



2 Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten in der Zellkultur

2.2.1.1 Desinfektion und Sterilisation

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden mit Handschuhen unter der Sterilbank
durchgefuhrt, um das Auftreten von unerwinschten Keimen und Verunreinigungen in
der Zellkultur zu vermeiden. Die Arbeitsflache wurde vor und nach den Arbeiten 15 min
mit UV-Licht bestrahlt und mit 70 % Ethanol desinfiziert. Zur Reinigung der
Gebrauchsmaterialien und Gebrauchslésungen wurden verschiedene Verfahren

angewandt.

Tabelle 10: Verfahren zur Desinfektion und Sterilisation mit Beschreibung. Verwendete
Materialien und Geréte sind in Tabelle 1 des Abschnitts 2.1.1 Technische Ausrlistung aufgelistet.

Verfahren Beschreibung

Autoklavieren Pipettenspitzen, Plastikgefalte und
hitzestabile Puffer (z.B. DPBS) wurden im
Autoklav sterilisiert. Die Behandlung erfolgte
uber 20 min bei hohem Druck (1,1 bar) und
Temperaturen zwischen 110 °C und 140 °C

Sterilfiltration Fur hitzelabile L6sungen und Substanzen
wurde die sterile Filtration mittels
Sterilfiltersystem gewahlt (Porengrofie von
0,2 um)

Sterilisierung von Glasgefallen Glasgefalle und Glaspipetten wurden 3 - 4 h
bei 300 °C im Ofen erhitzt.

2.2.1.2 Herstellung der Zellkulturmedien

Alle Bestandteile der Zellkulturmedien und verwendeten Zuséatze sind in Tabelle 6 des

Abschnitts 2.1.4 aufgelistet und mit Katalognummer und Herstellerangabe spezifiziert.

2.21.21 RPTEC/TERT1 Zellkulturmedium

Das Zellkulturmedium fur die Zelllinie RPTEC/TERT1 enthielt eine 1:1-Mischung aus
DMEM ohne Glukose und Ham’s F-12 Medium. Zusatzlich wurden 10 ng/mL EGF, 2 mM
GlutaMAX™-|, 5 ug/mL Insulin, 5 pg/mL Transferrin und 5 pg/mL Natriumselenit (ITS-
Zusatz), 0,36 pg/mL Hydrocortison sowie 100 U Penicillin und 0,1 mg/mL Streptomycin
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unter sterilen Bedingungen erganzt. Aullerdem wurde ein separat zubereitetes
Stoppmedium bendétigt, um die Trypsinierungsreaktion wahrend des Passagierens der
RPTEC/TERT1 Zellen zu stoppen. Das Stoppmedium bestand aus DMEM mit 4,5 g/L
Glukose und 1,5 g/L Natriumbikarbonat, erganzt mit 7 % FBS, 2 mM GlutaMAX™-|, 1
mM Natriumpyruvat, sowie 100 U Penicilin und 0,1 mg/mL Streptomycin.
Natriumpyruvat wurde zuvor in 100 % Essigsaure geldst. Beide Medien wurden bei 4 °C
gelagert und vor der Verwendung in der Zellkultur im Wasserbad auf 37 °C

Kulturtemperatur erwarmt.

2.2.1.2.2 NRK-52E Zellkulturmedium

Die Grundlage des Zellkulturmediums der Zelllinie NRK-52E bestand aus DMEM mit 4,5
g/L Glukose und 1,5 g/L Natriumbikarbonat. Zusatzlich wurden unter sterilen
Bedingungen 5% FBS, 2 mM GlutaMAX™-|, 1x MEM NEAA und 100 U Penicillin und 0,1
mg/mL Streptomycin hinzugegeben. Das Medium wurde bei 4 °C gelagert und vor der

Verwendung in der Zellkultur im Wasserbad auf 37 °C Kulturtemperatur erwarmt.

2.21.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die in flissigem Stickstoff bei -196 °C kryokonservierten Zellen wurden fur die
Verwendung in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in ein mit 10 mL Medium
gefulltes und auf 37 °C vorgewarmtes 50 mL Zentrifugenrdhrchen Gberflhrt.
AnschlieBend wurden die Zellen fir 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 5 mL vorgewarmtem
Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine 25 cm?-Zellkulturflasche
uberfuhrt und bei 37 °C und 5 % CO.im Inkubator Uber Nacht kultiviert. Nach 24 h

erfolgte ein Mediumwechsel, um nicht adharente Zellen zu entfernen.

2.2.1.4 Kultivierung der Zellen

In Abbildung 10 ist ein Uberblick tiber den experimentellen Ablauf der Kultivierung und
des Passagierens der beiden verwendeten Zelllinien dargestellt. Die NRK-52E Zellen
wurden wodchentlich passagiert, wahrend bei den RPTEC/TERT1 Zellen ein zwei-
wochentlicher Rhythmus aufgrund der langsameren Wachstumsgeschwindigkeit

gewahlt wurde.
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Zellen Zellen Zellen Zellen
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Abbildung 10: Experimenteller Ablauf der Kultivierung und des Passagierens der Zelllinien
NRK-52E und RPTEC/TERT1.

Die NRK-52E Zellen wurden jeweils an Tag 1 und Tag 4, sowie Tag 8 und Tag 11, bei 90-100 %
Konfluenz gesplittet und auf neue Zellkulturflaschen umgesetzt. Die RPTEC/TERT1 Zellen
wurden immer an Tag 1 und Tag 8, ebenfalls bei Erreichen von nahezu vollstdndiger Konfluenz,
gesplittet. An Tag 5 und Tag 12 wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt.

2.21.41 Kultivierung der RPTEC/TERT1 Zelllinie

Bei der verwendeten Zelllinie RPTECT/TERT1 handelt es sich um menschliche
Nierenzellen des proximalen Tubulusepithels (Wieser et al., 2008). Die Kultivierung der
Zellen auf Standard-Gewebekultur Platten flhrte zu einer Einzelschicht (Monolayer)
differenzierter Zellen (Aschauer et al., 2015). Eine exemplarische Aufnahme der Zellen

mittels Lichtmikroskop ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: RPTEC/TERT1 Zellen, Fotoaufnahme mit dem Lichtmikroskop.
Malstab in schwarz dargestellt = 100um. ObjektivvergréBerung: 10x.

Die RPTEC/TERT1 Zellen wurden standardgeman in 75 cm2-Zellkulturflaschen in 12 mL

Zellkulturmedium bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO»-Gehalt von 5 % im
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Inkubator kultiviert. Sie wurden an Tag 1 und Tag 8 gesplittet und umgesetzt, an Tag 5
und Tag 12 wurde das Kulturmedium gewechselt. Flr das Passagieren der Zellen wurde
das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 1,5 mL Trypsin/EDTA fir etwa 10 min
bei 37 °C behandelt. Nachdem die Zellen sich vom Boden der Zellkulturflasche geldst
hatten, wurden die Zellen in 10 mL Stoppmedium aufgenommen, um die Trypsinierung
zu beenden. Die Zellsuspension wurde in einem 50 mL Zentrifugenréhrchen fir 5 min
bei 1200 rpm bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in
10 mL Zellkulturmedium resuspendiert. Zur Quantifizierung der Zellen mithilfe einer
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer unter dem Mikroskop wurden 20 uL Zellsuspension
entnommen und mit 20 pL Trypan Blau versetzt. Im Anschluss wurden die Zellen mit
einer Aussaatdichte von 4,98 x 108 Zellen pro 12 mL Gesamtvolumen in eine neue 75

cm?-Zellkulturflasche zur erneuten Kultivierung Uberflhrt.

2.2.1.4.2 Kultivierung der NRK-52E Zelllinie

Die renalen Zellen der Zelllinie NRK-52E (De Larco und Todaro, 1978) wurden aus der
Europaische Sammlung authentifizierter Zellkulturen (European Collection of
Authenticated Cell Cultures [ECACC]) bezogen. Bei den Zellen handelt es sich um
Nierenzellen der Ratte mit den Eigenschaften des proximalen Tubulusepithels (Lash et
al., 2002). Auch hier ist eine exemplarische Aufnahme der Zellen mit dem Lichtmikroskop
erfolgt und in Abbildung 12 dargestellt.

Abbildung 12: NRK-52E Zellen, Fotoaufnahme mit dem Lichtmikroskop.
Malstab in schwarz dargestellt = 100um. ObjektivvergréBerung: 10x.
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Die Zellen wurden ebenfalls in 75 cm?2-Zellkulturflaschen in 12 mL Zellkulturmedium bei
einer Temperatur von 37 °C und einem CO.-Gehalt von 5 % im Inkubator kultiviert.
Zweimal wochentlich wurden die Zellen bei 90-100 % Konfluenz im Verhaltnis 1:10 auf
neue Zellkulturflaschen umgesetzt. Dazu wurden die Zellen einmal mit 5 mL erwarmtem,
autoklaviertem 1x DPBS gewaschen und anschlieiend mit 1,5 mL Trypsin/EDTA flr 5
bis 8 min bei 37 °C behandelt. Hatten sich die Zellen vollstandig vom Boden geldst,
wurden sie durch wiederholtes Spulen in 10 mL Kulturmedium aufgenommen und in 50
mL Zentrifugenréhrchen far 5 min bei 1200 rpm bei RT zentrifugiert. Im Anschluss wurde
das Zellpellet in 12 mL Zellkulturmedium vollstandig resuspendiert. Nun wurden 10,8 mL
Medium in einer neuen 75 cm?2-Zellkulturflasche vorgelegt und 1,2 mL Zellsuspension

appliziert, um die Zellen im Verhaltnis von 1:10 umzusetzen.
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2.2.2 CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitatstest

Fur den Nachweis der Zellviabilititt wurde der CellTiter-Glo® Lumineszenz-
Zellviabilitatstest (Promega) verwendet. Es handelt sich um eine quantitative Methode
zur Bestimmung der Anzahl lebensfahiger Zellen aus einer Zellkultur mithilfe der
Quantifizierung von ATP. ATP wird reprasentativ als Marker fur metabolisch aktive Zellen
verwendet, da die ATP-Menge direkt proportional zur Anzahl der vitalen Zellen ist. Im
CellTiter-Glo® Reagenz sind das Benzothiazol Luciferin und das Enzym Luciferase
enthalten. In diesem Fall handelt es sich um eine spezielle thermostabile, rekombinante
Luciferase, die ein stabiles Lumineszenz-Signal erzeugt. Das Lumineszenz-Signal wird
durch eine von der Luciferase katalysierte Reaktion des ATPs mit Luciferin und
molekularem Sauerstoff erzeugt. Das Luciferin wird dabei in Anwesenheit von
Magnesium-lonen (Mg?*) oxidativ zu Oxyluciferin decarboxyliert (Promega Corporation,
2015). Die Reaktionsgleichung ist in Abbildung 13 dargestellt.

™
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Abbildung 13: Reaktionsgleichung der katalytischen Reaktion mittels rekombinanter
Luciferase von Beetle Luciferin mit ATP und Sauerstoff zu Oxyluciferin, AMP, PP;, CO2 und
Licht.

Das in der CellTiter-Glo® Reagenz enthaltene D-Luciferin reagiert mit dem in den Zellen
vorhandenen ATP und Luftsauerstoff. Die Reaktion wird in Anwesenheit von Mg?# vom Luciferase-
Enzym katalysiert. Dabei wird das Luciferin oxidativ zu Oxyluciferin decarboxyliert und es
entstehen als weitere Produkte AMP, PP;, CO:z und Licht, welches als Lumineszenz messbar ist.
Modifiziert mit ChemDraw 19.0 nach (Promega Corporation, 2015). Abklirzungen: AMP =
Adenosinmonophosphat, ATP = Adenosintriphosphat, CO_ = Kohlenstoffdioxid, Mg?* = ionisches
Magnesium, O, = molekularer Sauerstoff, PP;= Pyrophosphat.

2.2.2.1 Versuchsaufbau und Zellaussaat fir den CellTiter-Glow® Lumineszenz-
Zellviabilitatstest

In Abbildung 14 ist eine Darstellung des experimentellen Ablaufs fur die
Zellviabilitatsmessung von der Aussaat der Zellen bis zum Zeitpunkt der Auswertung zu

sehen.
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Abbildung 14: Experimenteller Ablauf der Zellaussaat und Zellbehandlung mit den
Testsubstanzen und Durchfiihrung der Auswertung mittels CellTiter-Glo® Lumineszenz-
Zellviabilitdtstest nach 24 h bzw. 48 h.

Die Zellaussaat ist im folgenden Abschnitt beschrieben. Die Behandlung der Zellen ist in Abschnitt
2.2.2.2 zu finden. Die Auswertung erfolgte bei den NRK-52E Zellen an Tag 4 (24 h Behandlung)
bzw. Tag 5 (48 h Behandlung) nach der Zellaussaat. Bei den RPTEC/TERT1 Zellen erfolgte die
Auswertung (24 h Behandlung) an Tag 11 bzw. Tag 12 (48 h Behandlung) nach der Zellaussaat.
Bei den RPTEC/TERT1 Zellen war ein lédngerer Inkubationszeitraum zum Erreichen von 90-100
% Konfluenz erforderlich.

Die NRK-52E und RPTEC/TERT1 Zellen wurden an Tag 1 auf 96-Well-Platten ausgesat.
Es wurden pro Well 100 uL Zellsuspension mit 10000 Zellen verwendet. In die Rand-
Wells wurde 100 yL 1x DPBS appliziert, da deren Inhalt im Inkubator leicht verdunstet
und so die Ergebnisse der Versuche verfalschen kdnnte. Die Zellkulturplatten wurden
anschliefend fur 2 Tage bei den NRK-52E Zellen bzw. 9 Tage bei den RPTEC/TERT1
Zellen bis zu einer Konfluenz von 90-100 % im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO-
inkubiert. Bei den RPTEC/TERT1 Zellen wurde an Tag 5 ein Mediumwechsel
durchgefuhrt und das 1x DPBS in den Rand-Wells der 96-Well-Platten erneuert.
AnschlieBend wurden die NRK-52E Zellen an Tag 3 und die RPTEC/TERT1 Zellen an
Tag 10, mit der zu untersuchenden Testsubstanz in verschiedenen Konzentrationen
behandelt.

2.2.2.2 Behandlung der Zellen fiir den CellTiter-Glow® Lumineszenz-
Zellviabilitatstest

Fur den CellTiter-Glow® Lumineszenz-Zellviabilitatstest (Promega) wurden die auf 96-
Well-Platten ausgesaten Zellen beim Erreichen von 90-100 % Konfluenz jeweils an Tag
3 (NRK-52E) und an Tag 10 (RPTEC/TERT1) mit der zu untersuchenden Testsubstanz
behandelt. Die ausgewahlten Testsubstanzen hierfur waren Polymyxin B Sulfat, Colistin
Sulfat, Polymyxin B Nonapeptid, Vancomycin, Gentamicin Sulfat und Cadmiumchlorid
(Siehe Tabelle 4, Abschnitt 2.1.3). Bei allen Substanzen wurde die Behandlung jeweils
flr 24 h und 48 h durchgeflhrt.
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Die Substanzen wurden mit einer Feinwaage abgewogen und zum Erreichen einer 2 mM
konzentrierten Stammldsung in das jeweilige Zellkulturmedium Uberflhrt. Es wurde eine
1:1 Verdlnnungsreihe mit den Konzentrationen 2000 uM, 1000 uM, 500 pM, 250 uM,
125 uM, 62,5 uM, 31,25 uM, 15,62 uyM und 7,81 pM mit dem jeweiligen zelllinien-
spezifischen Zellkulturmedium erstellt. Nachdem das Zellkulturmedium der Wells
verworfen wurde, wurden in jedes Well 110 uL der jeweiligen Ldsung der
Verdinnungsreihe pipettiert. Zusatzlich wurde eine Kontrolle mit unbehandelten Zellen
angelegt, wobei 110 uL reines Zellkulturmedium auf die Zellen appliziert wurde. Die
Darstellung des Behandlungsschemas auf einer 96-Well-Platte fur zwei Testsubstanzen

ist exemplarisch in Abbildung 15 gezeigt.

1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12
A 1x 1% 1x 1x 1x 1% 1x 1x 1x 1x 1x 1x
DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS |
B 1% -— 7,81 | 1562 | 3125 | 62,5 125 250 500 1000 | 2000 1% ‘
DPBS * pM pMm M pM pMm HM BM HM pMm DPBS
|
c I ot 7,81 15,62 | 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000 1% |
DPBS ¢ M pMm uM pm 1L HM HM HM pM DPBS
D Ix 0 uM 7,81 15,62 | 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000 1x
DPBS ¥ M KM M uM KM iM EM HM 1] DPBS
E 1% 0 uM 7,81 15,62 | 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000 1x
DPBS y UM HM HM UM HM HM HM UM uM DPBS
F 1% bk 7,81 15,62 | 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000 1x
DPBS ¥ uM pM HM um pm HM uM M UM | DPBS |
G 1x 0 uM 7.81 15,62 | 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000 1x
DPBS v um uM uM pm um HM uM uM uM | DPBS
H i3 1x 1x 1x i3 3% 1% g % 1x 1x X
DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS | DPBS |

Abbildung 15: Behandlungsschema der 96-Well-Platten fiir den CellTiter-Glo®
Lumineszenz-Zellviabilitatstest.

Substanz 1 wurde in den Reihen B, C und D aufgetragen, Substanz 2 in den Reihen E, F und G.
Die Trennung der Behandlungsbereiche fiir die einzelnen Substanzen ist durch die rote Linie
gekennzeichnet. Abklrzungen: 1x DPBS = 1x Dulbecco’s phosphate buffered Saline. Pro 96-
Well-Platte wurden 2 Substanzen in jeweils 3 technischen Replikaten getestet.

Alle Versuche wurden jeweils in drei technischen und drei biologischen Replikaten
durchgefuhrt. Im Anschluss an die 24 h bzw. 48 h Behandlung erfolgte die Durchflihrung
des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitatstests.
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2.2.2.3 Durchfiihrung und Auswertung des CellTiter-Glo® Lumineszenz-
Zellviabilitatstests

Die Durchfiihrung des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitatstests erfolgte bei den
NRK-52E Zellen an Tag 4 nach der Zellaussaat fir die 24 h Behandlung, und an Tag 5
fur die 48 h Behandlung. Bei den RPTEC/TERT1 Zellen war ein langerer
Inkubationszeitraum bis zum Erreichen der 90-100 % Konfluenz erforderlich. Aus diesem
Grund fand hier die Durchfihrung an Tag 11 nach der Zellaussaat flr die 24 h
Behandlung und an Tag 12 flir die 48 h Behandlung statt. Die in den 96-Well-Platten mit
Testsubstanzen behandelten Zellen wurden zunachst unter dem Lichtmikroskop auf
dosisabhangige Veranderungen in der Morphologie untersucht. Wahrend der gesamten
Durchfuhrung des Zellviabilitatstests wurde darauf geachtet bei Dunkelheit zu arbeiten,
um die lichtempfindlichen Reagenzien nicht zu beschadigen und das Lumineszenz-
Signal zu stabilisieren. Alle Versuchsschritte erfolgten bei Raumtemperatur. Das
CellTiter-Glo® Substrat wurde nach Anleitung des Herstellers vollstandig im CellTiter-
Glo® Puffer geldst, woraus sich das CellTiter-Glo® Reagenz ergab. Es folgte die Zugabe
von 100 uL CellTiter-Glo® Reagenz in jedes Well mit der in Zellkulturmedium geldsten
Testsubstanz. Es konnte ein Farbumschlag nach gelb beobachtet werden. Um eine gute
Verteilung der CellTiter-Glo® Reagenz zu gewahrleisten, wurden die 96-Well-Platten 2
min auf den Kombischittler mit einer Intensitdt von 400 gelegt. Nach einer
Inkubationszeit von 10 min wurden je 50 yL aus jedem Well auf eine weille 96-Well-
OptiPlate Gberflhrt und das Lumineszenzsignal mithilfe der Software MikroWin 2000 am
Luminometer gemessen. Die Rohdaten der drei technischen Triplikate wurden mithilfe
von Microsoft Excel in Relativwerte im Bezug zur Kontrolle umgerechnet und gemittelt.
Die Mittelwerte der biologischen Triplikate wurden anschlieend mithilfe der Software
GraphPad PRISM gemittelt und Graphen mit Standardabweichungen fur die Zellviabilitat
erstellt.
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2.2.3 Immunfluoreszenzfarbung

Es galt fir den AOP ,Rezeptorvermittelte Endozytose und lysosomaler Overload flihren
zu Nephrotoxizitat® flr beide Zelllinien definierte Marker fiir die optimale Darstellung der
beschriebenen Prozesse zu finden. Fir KE 1 und KE 2 wurden hierbei lysosomale
Marker gewahlt. Fir KE 1 wurde das lysosomal-assoziierte Membranprotein festgelegt,
fur KE 2 wurde die Protease Cathepsin D bestimmt.

LAMP-1/2 sind die am haufigsten vorkommenden Proteine der lysosomalen Membran,
deren Aufgabe in einer Schutzfunktion beispielsweise durch Membranstabilisierung
besteht (Fukuda, 1991, Luzio et al., 2007, Saftig und Klumperman, 2009). Es ist bekannt,
dass sich Polymyxin-Antibiotika in Lysosomen anreichern (Manchandani et al., 2017,
Moestrup et al., 1995). Diese Akkumulation in den Lysosomen flhrt zu einer
Funktionsstérung einhergehend mit einer pH-Anderung und eine VergréRerung der
Lysosomen. Dieser Prozess kann ebenfalls mit einer gesteigerten LAMP-Expression
einhergehen. Dies konnte bereits in durchgefuhrten in vitro Studien nach der
Zellbehandlung mit lysosomotropen Medikamenten beobachtet werden (Chen et al.,
2001, Ginet et al., 2009, Lu et al., 2017, Puyal et al., 2009). Nach Testversuchen von
gegen LAMP gerichteten Antikdrpern in den beiden Zelllinien wurden die am besten zu
visualisierenden Antikorper fur eine spezifische Darstellung gewahlt. Fir KE 1 fur die
NRK-52E Zellen aus der Ratte wurde aus diesem Grund LAMP1 festgelegt (Lee et al.,
2017), wahrend fir die menschliche Zelllinie RPTEC/TERT1 LAMP2 verwendet wurde
(Thul et al., 2017).

Fir KE 2 des hier untersuchten AOPs wurde die Visualisierung und Quantifizierung der
Aspartat-Endoprotease Cathepsin D in beiden Zelllinien als Marker fir die LMP
festgelegt (Barrett, 1970, Thul et al., 2017, Wilmes et al., 2013). In intakten Lysosomen
kann CTSD mittels Immunfluoreszenz als punktférmige Strukturen aufgrund der Lage in
den Lysosomen nachgewiesen werden, wahrend Cathepsine nach lysosomaler
Membranruptur frei im Zytosol verteilt sind und sich so ein diffuses Signal im gesamten
Zytoplasma darstellen lasst (Boya et al., 2003, Kagedal et al., 2005, Park et al., 2006).
Fir den Nachweis von CTSD und LAMP wurde die indirekte Immunfluoreszenz gewahlt.
Dieser visuelle Ansatz ermoglicht die Bestimmung der rdumlichen Signalverteilung und
erlaubt die optische Verfolgung der konzentrationsabhangigen VergréRerung und Ruptur
der Lysosomen. Der Farbungsprozess erfolgte Uber zwei Tage und wurde flr beide

Zelllinien etabliert und identisch durchgeflhrt.
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2.2.3.1 Versuchsaufbau und Zellaussaat fur die Immunfluoreszenzfarbung

In Abbildung 16 ist der experimentelle Ablauf des gesamten Versuchsaufbaus fur die
Immunfluoreszenzfarbung von der Aussaat der Zellen bis zum Farbeprozess zu sehen.
Die Durchfihrung der Immunfluoreszenzfarbung erfolgte bei den NRK-52E Zellen an
Tag 4 und 5 nach der Zellaussaat fur die 24 h Behandlung. Bei den RPTEC/TERT1
Zellen war ein langerer Inkubationszeitraum bis zum Erreichen der nétigen 90-100 %
Konfluenz notwendig. Aus diesem Grund wurde der Farbeprozess hier an Tag 11 und

12 nach der Zellaussaat fur die 24 h Behandlung durchgefihrt.
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Abbildung 16: Experimenteller Ablauf der Zellaussaat, Zellbehandlung mit den
Testsubstanzen und Durchfiihrung der Inmunfluoreszenzfdarbung nach 24 h.

Die Zellaussaat ist im folgenden Abschnitt beschrieben. Die Behandlung der Zellen in Abschnitt
2.2.3.2 erlautert. Hier wurde die Behandlung der Zellen fiir 24 h durchgefihrt. Die
Immunfluoreszenzfarbung erfolgte bei den NRK-52E Zellen an Tag 4 und 5 nach der Zellaussaat.
Bei den RPTEC/TERT1 Zellen erfolgte der Farbeprozess an Tag 11 und 12 nach der Zellaussaat,
an Tag 5 wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Bei den RPTEC/TERT1 Zellen war ein lédngerer
Inkubationszeitraum zum Erreichen von 90-100% Konfluenz notwendig.

Die NRK-52E und RPTEC/TERT1 Zellen wurden an Tag 1 auf 8-Well-Chamber Slides
ausgesat. Es wurden pro Well 300 pL Zellsuspension mit 140 Zellen/pL verwendet. Die
Zellkulturplatten wurden anschlief3end fir 2 Tage bei den NRK-52E Zellen bzw. 9 Tage
bei den RPTEC/TERT1 Zellen bis zu einer Konfluenz von 90-100 % im Brutschrank bei
37 °C und 5 % CO3 inkubiert.
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2.2.3.2 Behandlung der Zellen fur die Immunfluoreszenzfarbung

Zur Etablierung der Methodik der Immunfluoreszenzfarbung wurde in beiden Zelllinien
zunachst PMB verwendet. Sobald die Zellen in den 8-Well-Chamber Slides 90-100 %
Konfluenz erreicht hatten, wurden die NRK-52E an Tag 3 und die RPTEC/TERT1 an Tag
10 mit den Testsubstanzen behandelt. Die Substanzen wurden mit einer Feinwaage
abgewogen und zum Erreichen einer 1 mM konzentrierten Stammldsung in das
jeweiligen Zellkulturmedium Uberfuhrt. Aus der Stammldsung wurden die Verdinnungen
1000 uM, 500 pM, 250 uM, 62,5 uM, 31,25 uM, 15,62 uM und 7,81 uM erstellt. Auch hier
wurde zusatzlich eine Kontrolle mit unbehandelten Zellen angelegt. Zur Behandlung
wurde das Zellkulturmedium der Wells verworfen und 300 pyL pro Well der jeweiligen
Konzentration vorsichtig auf die Zellen appliziert. Fir die Kontrolle wurde 300 uL reines
Zellkulturmedium verwendet. Eine exemplarische Darstellung des

Behandlungsschemas ist in Abbildung 17 zu sehen.

0 7,81 15,62 | 31,25
T 1Y 71 111V

62,5 250 500 1000
uM pM UM uM

Abbildung 17: Behandlungsschema fiir die 8-Well-Chamber Slides fiir die
Immunfluoreszenzfarbung.

Jede Substanz wurde in sieben verschiedenen Konzentrationen zusétzlich zur Kontrolle auf
einem 8-Well-Chamber Slide getestet.

Die Zellen wurden fir 24 h mit den verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen
inkubiert. Der Versuch wurde fur alle getesteten Konzentrationen und die Kontrolle in
drei biologischen Replikaten durchgefiihrt. Nach der Zellbehandlung erfolgte die

Immunfluoreszenzfarbung.

2.2.3.3 Durchflhrung der Immunfluoreszenzfarbung von CTSD und LAMP

Die Farbung wurde direkt in den 8-Well-Chamber Slides durchgefiihrt. Vor der Farbung
wurden die behandelten Zellen unter dem Lichtmikroskop auf konzentrationsabhangige

Veranderungen hinsichtlich ihrer Morphologie beobachtet.
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Die folgenden Reagenzien wurden (falls nicht anders beschrieben) alle in einem
Volumen von 150 uL pro Well auf die Zellen appliziert. Nach dem Entfernen der
Testsubstanz wurden die Zellen mit auf 37 °C erwarmtem 1x DPBS gewaschen.
Anschlieend wurden die Zellen mit 4 % Paraformaldehydldsung in 1x DPBS fur 10 min
bei RT fixiert. Alle folgenden Schritte wurden, falls nicht anders angegeben, unter
standigem Schitteln mit dem Kombischiittler bei einer Intensitdt von 200 und RT
durchgefuhrt. Es erfolgte ein erneuter Waschschritt mit 1x DPBS fir 10 min.
Anschlieend wurden die Zellen fir 5 min mit einer 0,2% Triton™X-100
Permeabilisierungslésung behandelt, um eine Durchlassigkeit der Zellmembran fir die
Antikdrper und Reagenzien zu ermdglichen. Nach erneutem zweimaligem Waschen mit
1x DPBS fur je 10 min wurden die Zellen zur Verminderung unspezifischer
Bindungsstellen fir 1 h mit 5 % BSA Blockierlésung, bedeckt. Die Blockierldsung wurde
verworfen und der primare Antikoérper in einer Konzentration von 1:100 in 1% BSA
Blockierlésung mit einem Volumen von 100 pL pro Well auf die Zellen gegeben. Die 8-
Well-Chamber Slides mit dem primaren Antikérper wurden tGber Nacht bei 4 °C in der
feuchten Kammer inkubiert. Eine Auflistung der verwendeten Primar- und

Sekundarantikorper ist in Tabelle 11 abgebildet.

Tabelle 11: Auflistung der spezifischen verwendeten Antikérper fiir die Darstellung der
intralysosomalen Protease CTSD und des LAMPs.

Abkiirzungen: CTSD = Cathepsin D, LAMP = lysosomal-assoziiertes Membranprotein. Es wurden
passend zur Zelllinie Antikérper ausgewéhlt.

Zelllinie RPTEC/TERT1 NRK-52E
Primér- Sekundar- Primé&r- Sekundér-
antikbrper antikérper antikérper antikbrper
CTSD- Cathepsin D m-lgGk BP- Cathepsin D m-lgGk BP-
Farbung (4G2) - CFL 488 - (D7) - CFL 488 -
Antikérper Antikorper Antikérper Antikérper
LAMP- LAMP2 (H4B4) m-IgGk BP- LAMP1 (H4A3) m-IgGk BP-
Farbung - Antikdrper CFL 488 - - Antikérper CFL 488 -
Antikdrper Antikdrper

Am nachsten Tag wurden die 8-Well-Chamber Slides wahrend des Farbungsprozesses
zur Stabilisierung des Lumineszenzsignals vor Licht geschutzt. Die Zellen wurden 3 mal
15 min mit 0,2 % DPBST gewaschen, um ungebundenen und Uberschissigen Antikorper
zu entfernen. Anschliefiend wurden 100 pL pro Well des sekundaren Antikdrpers in einer
Konzentration von 1:50 in 1 % BSA Blockierldsung appliziert und fir 1 h bei RT in der
feuchten Kammer inkubiert. Um auch hier Uberschissigen Antikérper zu entfernen,

erfolgte erneutes dreimaliges Waschen fur je 15 min mit 0,2 % DPBST. AbschlieRend
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wurden die Proben einmalig mit ddH.O gewaschen, um eine Salzkristallbildung in den
Praparaten zu verhindern. Es folgte die Applikation von 100 yL Eindeckmedium
(Vectashield® Mounting Medium mit DAPI) pro Well und anschlieRend die unmittelbare
Untersuchung und Bildaufnahme am SP5 Konfokal Mikroskop (Abschnitt 2.2.3.5).

2.2.3.4 Erganzung einer Phalloidinfarbung zur Darstellung des Aktin-Zytoskeletts

Zusatzlich zu der durchgefihrten Immunfluoreszenzfarbung (Abschnitt 2.2.3.3) wurde
exemplarisch fir jeden Antikorper der mit PMB behandelten Zellen eine Farbung des
Aktin-Zytoskeletts mittels Phalloidin erganzt. Das bicyclische Heptapeptid Phalloidin
stammt aus dem griinen Knollenblatterpilz, auch Amanita phalloides genannt. Es bindet
spezifisch an filamentares Aktin (F-Aktin) (Chazotte, 2010). In diesem Fall wurde
Phalloidin-Tetramethylrhodamine B Isocyanat verwendet und zunachst in Methanol
geldst, um eine Stammldsung von 0,1 mg/mL zu erreichen. Im Anschluss wurde die
Stammlésung 1:800 mit 1 x DPBS verduinnt, um eine 0,095 uM Lésung herzustellen. Die
Immunfluoreszenzfarbung der Zellen wurde analog zu Abschnitt 2.2.3.3 durchgefihrt.
Nach dem letzten Waschschritt der Farbung zur Entfernung Gberschissigen Antikorpers
und vor der Applikation des Vectashield® Mounting Medium mit DAPI wurde die
Phalloidinfarbung durchgeflihrt. Auch wahrend dieses Farbungsprozesses bei RT
wurden die 8-Well-Chamber Slides vor Licht geschuitzt. Zunachst wurden pro Well 150
ML der 0,095 uM Phalloidin-Tetramethylrhodamine B Isocyanat Lésung appliziert und die
8-Well-Chamber Slides fur 60 min auf dem Kombischittler bei einer Intensitat von 150
inkubiert. Danach wurden die Proben einmal 15 min mit 0,2 % DPBST gewaschen, in
100 uL Vectashield® Mounting Medium mit DAPI eingedeckt und anschlieRend am SP5
Konfokal Mikroskop analysiert (Abschnitt 2.2.3.5).

2.2.3.5 SP5 Konfokalmikroskopie und Bildaufnahme

Die Detektion des Fluoreszenzsignals und anschlieBende Bildaufnahme erfolgte mit
einem SP5 Konfokalmikroskop unter Verwendung eines Leica HCXPL APO lambda blue
63.Dx 1,40 OIL UV-Objektivs und Ibidi-Immersionsdl speziell fur die Chamber Slides.
DAPI wurde mit einer 405-Diode angeregt, ein Argon-Laser wurde fur die Anregung des
Cruz-Fluorophors 488 (CFL-488) genutzt. Die Detektionsspannen wurden auf 420-480
nm far DAPI und 500-550 nm fur CFL-488 eingestellt. Aus jedem Well der 8-Well-
Chamber Slides wurden willktrlich 10 Zellen gewahlt und standardisiert immer mit den

gleichen Einstellungen abgebildet. Alle Bilder wurden in einem Format von 1024 x 1024
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Pixel, einer Frequenz von 100 Hz und einem Frame-Durchschnitt von 4 aufgenommen.
Im Fall der LAMP-Farbung wurde ein Zoomfaktor von 3,5 gewahlt, bei der CTSD-
Farbung wurde ein Wert von 5 festgelegt. Laserintensitat und Detektionsempfindlichkeit
wurden fir jedes Experiment angepasst, aber wahrend der Bildaufnahme desselben
Experiments konstant gehalten. Um Ergebnisse verwertbarer statistischer Signifikanz zu
garantieren, wurde jedes Experiment in mehreren Replikaten durchgefiihrt. Die genauen
Parameter der Mikroskop- und Software-Einstellungen sind in Tabelle 16 und Tabelle 17

des Abschnittes | im Appendix aufgelistet.

2.2.3.6 Bildbearbeitung und Datenanalyse der Immunfluoreszenzfarbung

Um Ergebnisse verwertbarer statistischer Signifikanz zu garantieren, wurde jedes
Experiment in mehreren Replikaten durchgefihrt. Jede untersuchte Substanz und
Antikérperfarbung wurde in jeder Zelllinie in drei biologischen Replikaten getestet. Es
wurden jeweils 10 Zellen pro Konzentration abgebildet und drei Proben pro Zelle
quantitativ analysiert. Somit ergab sich eine Stichprobengréfle von n = 90 pro
Konzentration.

Die gesamte Auswertung der Bilder erfolgte randomisiert und verblindet. Die Entblindung
erfolgte erst, nachdem die Datenerhebung mithilfe der Bilder abgeschlossen war. Fir
die Analyse und Bildbearbeitung wurde das Programm ImagedJ verwendet. Zur besseren
Beurteilung der Bilder wurden standardisiert fir jede Zelllinie Helligkeit und Kontrast bei
jedem Bild auf die gleiche Art und Weise optimiert. Fir die CTSD-Farbung wurde in
ImagedJ der minimal angezeigte Wert auf 0 belassen und der maximal angezeigte Wert
auf 130 eingestellt. Fir die LAMP-Farbung wurde zur anschaulicheren Darstellung der
minimal angezeigte Wert auf 0 belassen und der maximal angezeigte Wert auf 70
reguliert. Aus jeder aufgenommenen Zelle wurden aus dem Zytoplasma drei
reprasentative Bereiche ausgewahlt und quadratische Ausschnitte (Breite = 0,85, Hohe
= 0,85; Flache = 0,73) mit dem Rechteck-Werkzeug bestimmt. In diesen Bereichen
wurden sowohl die Flache, als auch die mittlere und maximale Intensitat des
Fluoreszenzsignals gemessen. Aus den Werten der drei Bereiche pro Zelle wurden
Mittelwerte fur jede Zelle bestimmt. Wiederum aus allen Mittelwerten der 10 Zellen pro
Konzentration wurden erneut Mittelwerte berechnet und es ergaben sich schlussendlich
fur jede der 8 Testkonzentrationen ein Wert flr die mittlere und die maximale
Fluoreszenzsignalintensitat. Zur besseren lllustration der Signalintensitat und Verteilung

des Immunfluoreszenzsignals sowie der quantitativen Ergebnisse bei der CTSD-
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Farbung wurden exemplarisch fir eine Zelle pro Konzentration Profile Plots mit einer
standardisierten Lange erstellt. Die weiterfihrende Verwertung der Daten erfolgte mit
Microsoft Excel zur Berechnung von relativen Fluoreszenzintensitatswerten bezogen auf
die Kontrolle (Intensitat der Fluoreszenz unbehandelter Zellen). AnschlieRend wurden
diese Relativwerte der drei biologischen Replikate gemittelt und mithilfe der Software
GraphPad PRISM erneut gemittelt und Graphen mit Standardabweichungen fir die

minimale und maximale Fluoreszenzsignalintensitat erstellt.

2.2.4 Datenanalyse und statistische Methodik

Erstellung von Diagrammen, Kurvenanpassung und statistische Analyse wurden mit
GraphPad PRISM und Excel durchgeflhrt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit
Standardabweichungen dargestellt. Die verwendeten Kurvenanpassungsmodelle in
GraphPad PRISM waren nonlineare Regressionen mit log(agonist) vs. response —
variabel slope und ,log(agonist)“ vs. response — find EC anything oder es wurde eine
lineare Regression fur die Analyse genutzt. Welche Analysemethode fir welchen
Graphen verwendet wurde ist in Tabelle 18 des Abschnittes | des Appendix aufgelistet.
Die Darstellung der statistischen Signifikanz erfolgte Gber Asterisks farbcodiert in den
Graphen. Zur Bestimmung des p-Wertes erfolgte ein One-Way-ANOVA gefolgt von
einem Dunnett-Test. Statistische Signifikanz wurde fir p < 0,05 (95%
Konfidenzintervalle) als gegeben angesehen und wurde fir *p < 0,05, **p < 0,01 und
***p < 0,001 abgebildet.
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Um langfristig einen Beitrag zur Entwicklung tierversuchsfreier in vitro Testsysteme flr
die Risikobewertung von Chemikalien und toxischen Substanzen im Rahmen der
pradiktiven Toxikologie zu leisten, wurde in dieser Arbeit der AOP mit dem Titel
.,Rezeptorvermittelte Endozytose und lysosomaler Overload fihren zu Nephrotoxizitat*
untersucht und weiterentwickelt. Bei der abgebildeten Kaskade der drei
aufeinanderfolgenden SchllUsselereignisse dienen die Marker LAMP1 und LAMP2,
CTSD und die Menge an ATP in den Zellen als Indikatoren fur die in vitro Endpunkte fur
KE 1-3. Im folgenden Abschnitt ist eine Ausfiihrung der qualitativen und quantitativen
Ergebnisse des Effekts von Modellstressoren auf die drei Schliusselereignisse,
beginnend mit KE 3, dargestellt. Eine Ubersichtsdarstellung der definierten Endpunkte
der Schlusselereignisse mit zugehdériger Methodik der entwickelten Assays ist in
Abbildung 18 erfolgt.

MIE KE 1 KE 2 KE 3 AO
Rezelptor— Storung der Ruptur der Ansteigende Schadigung des
vermittelte lysosomalen lysosomalen Zytotoxizitit Endorgans:
Endozytose Funktion Membran Nephrotoxizitat
Immunfluoreszenz- Immunfluoreszenz- | cellTiter-Glo®
bl Ly Zellviabilititstest |
LAMP1,/2 Cathepsin D |

Abbildung 18: Der Adverse Outcome Pathway , Rezeptorvermittelte Endozytose und
lysosomaler Overload fiihren zu Nephrotoxizitat“.

Schema und Aufbau des AOPs mit Beschreibung der in vitro Endpunkte fiir KE 1-3. Abklirzungen:
AO = Adverse Outcome (adverser Effekt), AOP = Adverse Outcome Pathway, KE = Key Event
(Schliisselereignis), LAMP = lysosomal-assoziiertes Membranprotein, MIE = Molecular Initiating
Event (molekulares initiierendes Ereignis).
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3.1 KE 3: Beeinflussung der Zellviabilitat durch Polymyxine, Gentamicin,

Vancomycin und Cadmiumchlorid im Zellkulturmodell

In dem untersuchten AOP wird der Mechanismus beschrieben, bei dem die Ruptur von
Lysosomen und die damit verbundene Freisetzung von Cathepsinen zum Zelltod der
proximalen Tubuluszellen flhrt. Basierend auf dieser Beobachtung wurde das dritte
Schlisselereignis als eine Zunahme der Zytotoxizitat definiert. Methodisch wurde hierbei
der CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitatstest gewahlt. In diesem Versuch wurden
die Auswirkungen von PMB, PMBN, COL, VAN, GEN und CdCl, auf die Zellviabilitat in
der menschlichen Zelllinie RPTEC/TERT1 und der Zelllinie aus der Ratte NRK-52E
untersucht. Die Daten wurden nach 24 h und 48 h Behandlungsdauer und somit fir zwei

Zeitpunkte erhoben.

3.1.1  Zytotoxizitat der Polymyxine, Vancomycin, Gentamicin und Cadmium in der
Zelllinie RPTEC/TERT1 (KE 3)

Nach 24 h Zellbehandlung (Abbildung 19 (A) und Tabelle 12) zeigte sich durch die
Bestimmung der ECso-Werte, dass PMB etwa um das 3-fache toxischer fur die Zellen
war als COL. Bei einer Verlangerung des Behandlungszeitraumes auf 48 h (Abbildung
19 (B) und Tabelle 13) nahm die Toxizitat bei beiden Substanzen geringfiigig zu. Nach
der Verdopplung des Behandlungszeitraumes konnte bei CdCl,, im Gegensatz zu den
Polymyxinen PMB und COL, eine deutliche Zunahme der toxischen Wirkung beobachtet
werden. Fur das Erreichen einer Zytotoxizitdt von 50 % war bei langerer
Behandlungsdauer eine um 60 % niedrigere Konzentration CdCl, ausreichend. Die am
wenigsten zellschadigende Substanz war GEN gefolgt von VAN und PMBN. Fiur PMBN
und VAN konnte erst ab Konzentrationen von 1000 uM und deutlicher ab 2000 uM eine
Abnahme der Zellviabilitdt beobachtet werden. Bei GEN und VAN konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden zeitlichen Endpunkten der Behandlung
festgestellt werden. Bei PMBN ergab sich, wie bei CdCl,, eine deutliche Zunahme der

Toxizitat durch die Inkubationsverlangerung mit der Testsubstanz.
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A CellTiter-Glo® Zellviabilitatstest
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Abbildung 19: Zytotoxizitdt von Polymyxin B, Colistin, Polymyxin B Nonapeptid,
Gentamicin, Vancomycin und Cadmiumchlorid in RPTEC/TERT1 Zellen.

(A) Zytotoxizitdtsdaten in RPTEC/TERT1 Zellen nach 24 h und in (B) nach 48 h Behandlung mit
den Testsubstanzen. (A, B) Nach 24 h und 48 h Behandlung wiesen PMB, CdCl, und COL in den
RPTEC/TERT1 Zellen die starkste Toxizitdt auf. Fiir GEN konnte im Gegensatz dazu keine
signifikante Toxizitdt nachgewiesen werden. Fir PMBN und VAN konnte in sehr hohen
Konzentrationen eine geringe Toxizitét beobachtet werden. Bei Zunahme der Behandlungszeit
verstérkte sich vorrangig der toxische Effekt von CdCl> und PMBN. Methodik: Die Daten wurden
mithilfe des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitiatstests generiert. Es wurden die Mittelwerte
in Relation zum Kontrollmittelwert aus drei unabhdngigen Experimenten (n=3) mit
Standardabweichung dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde folgendermalSen abgebildet:
*p < 0,05, *p < 0,01, ***p < 0,001. Die Asterisks sind farbkodiert und (ber den Werten mit
Standardabweichung angegeben. Daten aus (A) wurden in Zusammenarbeit mit Sebastian
Jarzina erhoben. Abkiirzungen: CdCl, = Cadmiumchlorid, COL = Colistin, GEN = Gentamicin,
PMB = Polymyxin B, PMBN = Polymyxin B Nonapeptid, VAN = Vancomycin.
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Tabelle 12: ECs,- und ECi-Werte des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitétstests in
RPTEC/TERT1 Zellen der Substanzen PMB, COL, PMBN, VAN, GEN und CdCl, nach 24 h
Zellbehandlung mit den zugehdrigen 95% Konfidenzintervallen.

Fir die Substanzen PMBN, VAN und GEN konnten aufgrund der geringen Zytotoxizitét keine EC-
Werte berechnet werden. Die ECqo-Werte fiir PMBN und VAN wurden graphisch ermittelt.
Abkiirzungen: CdCl, = Cadmiumchlorid, COL = Colistin, EC = Effective Concentration (Effektive
Konzentration), GEN = Gentamicin, PMB = Polymyxin B, PMBN = Polymyxin B Nonapeptid, VAN
= Vancomycin.

RPTEC/TERT1 ECso ECs095% EC1o EC1095%

24h [uM] Konfidenzintervall [uM] Konfidenzintervall
PMB 57,6 54,3 -61,2 33,4 28,1 - 39,7

COL 156,7 145,2 — 169,2 74,9 64,4 — 87,2

PMBN >2000 - 832 -

VAN >2000 - 549 -

GEN >2000 - >2000 -

CdClz 1147 92,1-142,8 37,6 23,5-60,2

Tabelle 13: ECs;- und ECi-Werte des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitétstests in
RPTEC/TERT1 Zellen fiir die Substanzen PMB, COL, PMBN, VAN, GEN und CdCl, nach 48 h
Zellbehandlung mit den zugehérigen 95% Konfidenzintervallen.

Fiir die Substanzen VAN und GEN konnten aufgrund der geringen Zytotoxizitét keine EC-Werte
berechnet werden. Der ECqo-Wert fiir VAN wurden graphisch ermittelt. Abklirzungen: CdCl, =
Cadmiumchilorid, COL = Colistin, EC = Effective Concentration (Effektive Konzentration), GEN =
Gentamicin, PMB = Polymyxin B, PMBN = Polymyxin B Nonapeptid, VAN = Vancomycin.

RPTEC/TERT1 ECso ECs0 95% EC1o EC1095%

48h [uM] Konfidenzintervall [uM] Konfidenzintervall
PMB 447 41,6 —47,9 24,6 21,5-28,2

COL 130,5 114,3 — 149,1 59,6 445 -79,7

PMBN 1375 318,0 — 5945 643,1 418,4 — 988,4

VAN >2000 - 1819 -

GEN >2000 - >2000 -

CdCl2 45,9 38,8 -51,9 23,7 17,7-31,7

Diese Entwicklungen spiegelten sich auch in der Zellmorphologie bei der Beobachtung
mit dem Lichtmikroskop wider. Unter normalen Bedingungen bildeten die Epithelzellen
der RPTEC/TERT1-Zelllinie ein konfluierendes kopfsteinpflasterartiges Relief. Ab einer
Konzentration von 31,25 yM fir PMB und CdCl; und 250 uM fir COL begann das
Zytoplasma der Zellen zu kondensieren und die Zellen begannen sich abgerundet vom
Boden der Wells abzulésen. Bei GEN war die Zellmorphologie auch in hohen
Konzentrationen nahezu unverandert, wahrend bei PMBN und Vancomycin lediglich bei
der hochsten Konzentration von 2000 pM eine leichte Veranderung in Form von

Zellabrundung und Ablésung von der Wachstumsflache zu beobachten war.
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3.1.2 Zytotoxizitat der Polymyxine, Vancomycin, Gentamicin und Cadmium in der
Zelllinie NRK-52E (KE 3)

Nach 24 h Behandlung der Zellen (Abbildung 20 (A) und Tabelle 14) konnte ausgelost
durch CdClz in den NRK-52E Zellen der starkste toxische Effekt nachgewiesen werden.
Bei einer Verdopplung der Behandlungsdauer auf 48 h (Abbildung 20 (B) und Tabelle
15) war bereits bei einer etwa 10-fach geringeren Konzentration eine Zellviabilitat von
50 % nachzuweisen. PMB zeigte schwacher ausgepragte toxische Auswirkungen als
CdCl2 mit einer etwa 12-fach hoheren ECso-Konzentration im Vergleich zu CdClz. Der
toxische Effekt von PMB verstarkte sich nach 48 h Behandlung vorrangig in hohen
Konzentrationen ab 500 pM. Bei VAN und COL war erst ab Konzentrationen von 1000
MM, deutlicher ab 2000 uM eine Abnahme der Zellviabilitat zu beobachten, mit einer
etwas starker toxischen Wirkung von VAN. Der toxische Effekt von COL nahm
insbesondere in hohen Konzentrationen vergleichbar mit PMB zu. Bei den am geringsten
toxisch wirkenden Substanzen GEN, gefolgt von PMBN und VAN konnten generell sehr
geringe zellschadigende Effekte und keine signifikanten Unterschiede zwischen den

beiden zeitlichen Endpunkten ausgemacht werden.
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Abbildung 20: Zytotoxizitdit von Polymyxin B, Colistin, Polymyxin B Nonapeptid,
Gentamicin, Vancomycin und Cadmiumchlorid in NRK-52E Zellen.

(A) Zytotoxizitatsdaten in NRK-52E Zellen nach 24 h und in (B) nach 48 h Behandlung mit den
Testsubstanzen. (A, B) Nach 24 h und 48 h Behandlung waren CdCl, und PMB die Substanzen
mit der am stérksten ausgeprégten Toxizitdt. COL und VAN wiesen in sehr hohen
Konzentrationen toxische Effekte auf. Fiir GEN und PMBN konnte in NRK-52E Zellen keine
signifikante Abnahme der Zellviabilitédt nachgewiesen werden. Der toxische Effekt von CdCl>
nahm mit einer Verldngerung des Behandlungszeitraums deutlich zu. Methodik: Die Daten fiir
den Graphen wurden mithilfe des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitdtstests generiert. Es
wurden die Mittelwerte in Relation zum Kontrollmittelwert aus drei unabhéngigen Experimenten
(n=3) mit Standardabweichung dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde folgendermal3en
abgebildet: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Die Asterisks sind farbkodiert und tiber den Werten
mit Standardabweichung angegeben. Daten aus (A) wurden in Zusammenarbeit mit Sebastian
Jarzina erhoben. Abkiirzungen: CdCl, = Cadmiumchlorid, COL = Colistin, GEN = Gentamicin,
PMB = Polymyxin B, PMBN = Polymyxin B Nonapeptid, VAN = Vancomycin.
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Tabelle 14: ECso- und ECo-Werte des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitatstests in NRK-
52E Zellen fiir die Substanzen PMB, COL, PMBN, VAN, GEN und CdCl> nach 24 h
Zellbehandlung mit den zugehérigen 95% Konfidenzintervallen.

Fir die Substanzen PMBN, VAN und GEN konnten aufgrund der geringen Zytotoxizitét keine EC-
Werte berechnet werden. Der ECio-Wert fiir VAN wurden graphisch ermittelt. Abkiirzungen:
CdCl> = Cadmiumchlorid, COL = Colistin, EC = Effective Concentration (Effektive Konzentration),
GEN = Gentamicin, PMB = Polymyxin B, PMBN = Polymyxin B Nonapeptid, VAN = Vancomycin.

NRK-52E ECso ECs0 95% EC1o EC1095%

24h [uM] Konfidenzintervall [uM] Konfidenzintervall
PMB 677,1 530,7 - 863,9 176 142,3 - 217,8
COL 1545 288,8 — 8266 531,6 287,6 — 982,5
PMBN >2000 - >2000 -

VAN >2000 - 68 -

GEN >2000 - >2000 -

CdCl 57,1 47,7 - 68,3 19,8 13,6 — 29,7

Tabelle 15: ECso- und ECo-Werte des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitétstests in NRK-
52E Zellen fiir die Substanzen PMB, COL, PMBN, VAN, GEN und CdCl> nach 48 h
Zellbehandlung mit den zugehérigen 95% Konfidenzintervallen.

Fir die Substanzen PMBN, VAN und GEN konnten aufgrund der geringen Zytotoxizitét keine EC-
Werte berechnet werden. Der ECqo-Wert fiir VAN wurden graphisch ermittelt. Abklirzungen:
CdCl, = Cadmiumchlorid, COL = Colistin, EC = Effective Concentration (Effektive Konzentration),
GEN = Gentamicin, PMB = Polymyxin B, PMBN = Polymyxin B Nonapeptid, VAN = Vancomycin.

NRK-52E ECso ECso0 95% EC1o EC1095%

48h [uM] Konfidenzintervall [uM] Konfidenzintervall
PMB 433,5 385,8 — 487 180,9 146,9 — 222,6

COoL 1076 804,1 — 1440 518 388,4 — 690,8
PMBN >2000 - >2000 -

VAN >2000 - 263 -

GEN >2000 - >2000 -

CdCl, 5,6 27-11,9 0,3 0,1-4

Auch bei den NRK-52E konnten vergleichbare Veranderungen wie bei der menschlichen
Zelllinie in der Zellmorphologie bei der Beobachtung mit dem Lichtmikroskop festgestellt
werden. Gesunde NRK-52E Epithelzellen wiesen ein prismenartiges, konfluentes
Wachstumsverhalten auf. Ab Konzentrationen von 500 uM fir PMB und 1000 uM fir
COL und VAN begann sich die Zellmorphologie in Form von kondensiertem Zytoplasma,
Abrundung der Zellen und Ablésung vom Boden der Wells zu verandern. Bei sehr
geringer Zellviabilitat im Zytotoxizitatstest, wie beispielsweise bei hohen applizierten
Konzentrationen von CdCl; erfolgte eine starke Abrundung und Ablésung der Zellen mit
Aufhebung der Konfluenz. Bei GEN und PMBN konnten keine Veranderungen, auch bei

der Verwendung der hdchsten Konzentration, beobachtet werden.
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3.1.3 Vergleich der toxischen Effekte der Polymyxine, Vancomycin, Gentamicin
und Cadmium zwischen den Zelllinien RPTEC/TERT1 und NRK-52E Zellen
(KE 3)

In Abbildung 21 ist die Zytotoxizitat in den untersuchten Zelllinien im direkten Vergleich

fur die einzelnen Testsubstanzen abgebildet.
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Abbildung 21: Zytotoxizitdt von Polymyxin B, Colistin, Polymyxin B Nonapeptid,
Vancomycin, Gentamicin und Cadmiumchlorid in RPTEC/TERT1 und NRK-52E Zellen nach
24 h und 48 h im Vergleich.

Zellviabilitdts-Graphen aus Abbildung 19 und Abbildung 20 im direkten Vergleich fiir die
Behandlung der Zellen mit (A) Polymyxin B, (B) Colistin, (C) Polymyxin B Nonapeptid, (D)
Vancomycin, (E) Gentamicin und (F) Cadmiumchlorid. (A,B,C,D,E,F) Die Toxizitdt der
Polymyxine (PMB, PMBN, COL) war in den RPTEC/TERT1 Zellen stérker ausgeprégt, als in den
NRK-52E Zellen. CdCl, war in NRK-52E deutlich toxischer als in RPTEC/TERT1 Zellen. VAN und
GEN verursachten in beiden Zelllinien nur eine sehr geringe bzw. keine Zellschddigung.
Methodik: Datenerhebung, Auswertung und Darstellungskriterien sind in Abbildung 19 und
Abbildung 20 beschrieben. Auf die Darstellung der Asterisks wurde in dieser
Ubersichtsdarstellung verzichtet. Sie sind den Graphen in Abbildung 19 und Abbildung 20 zu
entnehmen.
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Fur die Polymyxine PMB und COL zeigte sich bei gleich gewahlten Konzentrationen eine
deutlich starker ausgepragte Abnahme der Zellviabilitat in den menschlichen Zellen als
im Zellmodell der Ratte. Fiir PMB war beispielsweise nach einer 24 h Behandlung eine
fast 12-fach héhere Konzentration in den Rattenzellen im Vergleich zu den menschlichen
Zellen nétig, um einen Abfall der Zellviabilitdt auf 50% zu verursachen. Auch bei der
Verdopplung der Inkubationszeit waren fiur die Rattenzellen, im Vergleich zu den
Menschenzellen deutlich hdhere Konzentrationen flur die Verursachung gleicher Effekte
notwendig. Die mit COL behandelten Zellen verhielten sich dhnlich, jedoch mit insgesamt
etwas geringer ausfallenden toxischen Effekten als bei einer Behandlung mit PMB.

Fiar PMBN konnte sowohl nach 24 h, als auch nach 48 h in den NRK-52E Zellen kaum
ein toxischer Effekt beobachtet werden. Bei den RPTEC/TERT1 Zellen konnte sowohl
nach 24 h, starker jedoch nach 48 h Behandlung mit sehr hohen Konzentrationen von
PMBN eine signifikante Zytotoxizitat nachgewiesen werden. CdCl, zeigte in beiden
Zelllinien deutlich ausgepragte toxische Effekte. Hier konnte eine groflere Sensibilitat
der Rattenzelllinie gegeniiber den menschlichen Zellen beobachtet werden. Bei VAN
konnte in sehr hohen Konzentrationen in den NRK-52E Zellen eine etwas starkere
Abnahme der Zellviabilitdt beobachtet werden, im Vergleich zu den RPTEC/TERT1
Zellen. Bei GEN hingegen konnte in beiden Zelllinien keine signifikante Toxizitat
nachgewiesen werden.

Zusammenfassend lie® sich beobachten, dass die Toxizitat der Polymyxine (PMB,
PMBN, COL) im menschlichen Zellkulturmodell ausgepragter war, als in dem der
Rattenzelllinie. Im Gegensatz zu den Polymyxinen war CdCl> in NRK-52E deutlich
toxischer als in RPTEC/TERT1 Zellen. VAN und GEN verursachten in beiden Zelllinien
nur eine sehr geringe bzw. keine Zellschadigung, aufgrund dessen wurden sie nicht

mehr als Testsubstanzen fir KE 2 und KE 1 verwendet.
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3.2 KE 2: Cathepsin D als Indikator fur die Ruptur der lysosomalen

Membran

Das zweite Schlisselereignis des hier untersuchten AOPs beschreibt die Freisetzung
lysosomaler Inhalte in das Zytosol durch die Permeabilisierung der lysosomalen
Membran (LMP). Wie in Abschnitt 1.4.2 beschrieben fiihrt die Stérung der lysosomalen
Funktion und die anschlieRende Ruptur der lysosomalen Membran zur Freisetzung
intralysosomaler Komponenten in das Zytoplasma und wurde als wichtiger Schritt bei
der Initierung des Zelltods identifiziert. Daher wurde die Freisetzung von CTSD als
potentieller in vitro Endpunkt betrachtet, der KE 2 widerspiegelt. Methodisch wurde die
Immunfluoreszenzfarbung der Protease CSTD gewahlt, um deren intralysosomale und,
in Folge der lysosomalen Membranpermeabilisierung, zytoplasmatische Verteilung
sichtbar zu machen und zu quantifizieren. Nach der Erhebung der Toxizitatsdaten von
PMB in KE 3 fUr beide Zelllinien wurde mit der Etablierung einer Methodik flr den Assay
fur KE 2 begonnen. PMB erwies sich hierbei als geeignet, da sich in den gewahlten
Konzentrationen von 7,81 uM bis 2000 pM eine deutliche Zunahme der Zytotoxizitat
zeigte. Fur die technische Entwicklung des Assays wurde zunachst exemplarisch PMB
in den beiden verwendeten Zelllinien RPTEC/TERT1 und NRK-52E verwendet. Das Ziel
war es, neben einer Darstellung der molekularen Prozesse Uber die Aufnahme von
Immunfluoreszenzbildern auch eine quantitative Auswertung des Markers CTSD zu
erreichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 und Abbildung 23 dargestellt. Es konnte
in der Immunfluoreszenzfarbung bei beiden Zelllinien eine Veranderung der Verteilung
von CTSD in der Zelle nach der Behandlung mit PMB beobachtet werden. Zunachst lag
CTSD akkumuliert in den Lysosomen vor und stellte sich als punktuelles Intensitatssignal
dar. Durch die Behandlung mit PMB induzierte LMP fand eine Umverteilung von CTSD
auf das wesentlich gréBere Volumen des Zytosols statt und es resultierte eine diffuse,
schwacher ausgepragte Intensitat des Immunfluoreszenzsignals. Dies entsprach einer
Abnahme der gemessenen mittleren und maximalen CTSD-Intensitat mit zunehmender
LMP.
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3.2.1  Messung der CTSD Signalintensitat als Indikator fur die Ruptur der
lysosomalen Membran in RPTEC/TERT1 Zellen (KE 2)

In den Profile Plots (Abbildung 22 (A)) zeigt sich eine konzentrationsabhangige Abnahme
der Signalintensitat. Die Profile Plots visualisieren die Verteilung des CTSD-Signals in
der Zelle. Bei niedrigen Substanzkonzentrationen konnten mehrere hohe
Amplitudenmaxima, die die punktuell sehr helle Signalintensitat innerhalb der Zelle
abbilden, beobachtet werden. Dieses starke punktuelle Fluoreszenzsignal deutet auf
intakte Lysosomen mit der Protease CTSD in ihrem Lumen hin. Auch hier zeigte sich ab
Konzentrationen von 15,62 yM PMB eine Abflachung der Amplitudenmaxima des CTSD
Immunfluoreszenzsignals in den Profile Plots. Diese Beobachtung deutet auf eine
Ruptur der Lysosomen und die damit einhergehende diffuse Verteilung der Protease
CTSD im Zytosol der Zelle hin. Bei sehr hohen Konzentrationen von 500 yM oder 1000
MM PMB waren nahezu keine Signal-Akkumulationen und die damit verbundenen hohen
Amplituden in den Profile Plots mehr nachzuweisen, was auf die Ruptur des Grolteils

der Lysosomen hindeutet.
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B RPTEC/TERT1 Zellen behandelt mit Polymyxin B (24h)
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Abbildung 22: Cathepsin D als Indikator fiir die Ruptur der lysosomalen Membran in
RPTEC/TERT1 Zellen induziert durch 24 h Behandlung mit Polymyxin B.

(A) Exemplarische Immunfluoreszenzbilder von CTSD in RPTEC/TERT1 Zellen (von links nach
rechts: Phalloidin- und CTSD Féarbung, CTSD Férbung, Profile Plot von gelber Messlinie) mit
Angabe der Konzentration von PMB fiir 24 h. Mal3stab in weil8 dargestellt = 10 um. In den
Immunfluoreszenzaufnahmen der RPTEC/TERT1 Zellen zeigt sich eine
konzentrationsabhdngige Abnahme der Signalintensitét des Fluoreszenzsignals von CTSD. In
den Profile Plots zeigt sich eine Abflachung der Amplitudenmaxima mit Zunahme der PMB
Konzentration. (B) Mittelwerte (n = 3) mit Standardabweichung der mittleren und maximalen
Signalintensitat von CTSD in RPTEC/TERT1 nach 24 h Behandlung mit PMB. Die statistische
Signifikanz wurde folgendermal3en abgebildet: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Die Asterisks
wurden farbkodiert (ber den Werten mit Standardabweichung dargestellt. Es zeigt sich eine
Abnahme der mittleren und maximalen Intensitdt des Immunfluoreszenzsignals der CTSD-
Férbung mit zunehmender Behandlungskonzentration von PMB in RPTEC/TERT1 Zellen. (A,B)
Methodik: Nach 24 h Behandlung mit PMB wurde CTSD in den Lysosomen der RPTEC/TERT1
Zellen mittels Immunfluoreszenzfdrbung und Konfokalmikroskopie dargestellt. Zur besseren
Lokalisierung der CTSD Farbung (griin) und zur Bestétigung der Spezifitdt des CTSD-Antikérpers
wurde eine Phalloidinfdrbung zur Darstellung des Aktin-Zytoskeletts (rot) der Zellen durchgefiihrt.
Die Zellkerne wurden mittels DAPI (blau) angefédrbt. Die Bilder wurden verwendet, um
beispielhafte Profile Plots zu erstellen. Die Messlinien sind in Gelb zu erkennen. Die
Immunfluoreszenzbilder wurden mit ImageJ ausgewertet. Die Auswertung der Bilder erfolgte
randomisiert und verblindet. Abkirzungen: CTSD = Cathepsin D, KE = Key Event
(Schliisselereignis), PMB = Polymyxin B.

In Graph (B) in Abbildung 22 sieht man eine deutliche Abnahme der mittleren und
maximalen Intensitdt des Immunfluoreszenzsignals der CTSD-Farbung mit
zunehmender Behandlungskonzentration von PMB. Dies deutet auf eine
konzentrationsabhangige Induktion von LMP durch PMB in RPTEC/TERT1 Zellen hin.
Diese Signalabnahme steht im Einklang mit der abnehmenden Zellviabilitat (KE 3).
Schon ab einer Konzentration von 15,62 uM zeigten sich erste Effekte in Form einer

geringfiigigen Abnahme der mittleren (auf ca. 80%) und maximalen Signalintensitat (auf
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ca. 90%) von CTSD. Bei der héchsten getesteten Konzentration von 1000 uM war die
maximale Intensitat von CTSD auf etwa 50 % des Ausgangswertes abgefallen.

In Zusammenschau mit den Ergebnissen aus KE 3 zeigt sich, dass mit zunehmenden
Konzentrationen von PMB eine Zunahme der Zytotoxizitat (KE 3) sowie eine Abnahme
der Intensitat des Immunfluoreszenzsignals der Protease CTSD (KE 2) resultiert. Diese
Beobachtung bestatigt einen mechanistischen Zusammenhang zwischen der
zunehmenden lysosomalen Membranpermeabilisierung und der Abnahme der
Zellviabilitat.

3.2.2 Messung der CTSD Signalintensitat als Indikator fur die Ruptur der
lysosomalen Membran in NRK-52E Zellen (KE 2)

In den exemplarisch dargestellten Immunfluoreszenzaufnahmen (siehe Abbildung 23
(A)) kann eine Abnahme der punktuellen Signal-Akkumulation der Protease CTSD ab
Konzentrationen von 15,62 uM PMB in den NRK-52E Zellen beobachtet werden. Ferner
zeigt sich in den Profile Plots eine Abnahme der Amplitudenmaxima bei einer Steigerung
der Konzentration. Auch hier lassen die Beobachtungen auf eine
konzentrationsabhangige Ruptur der Lysosomen und die damit einhergehende diffuse

Verteilung der Protease CTSD in das Zytosol der Zelle schlielRen.
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B NRK-52E Zellen behandelt mit Polymyxin B (24h)
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Abbildung 23: Cathepsin D als Indikator fiir die Ruptur der lysosomalen Membran in NRK-
52E Zellen induziert durch 24 h Behandlung mit Polymyxin B.

(A) Exemplarische Immunfluoreszenzbilder von CTSD in NRK-25E Zellen (von links nach rechts:
Phalloidin- und CTSD Férbung, CTSD Férbung, Profile Plot von gelber Messlinie) mit Angabe der
Konzentration von PMB fir 24 h. Malstab in weill dargestellt = 10 um. In den
Immunfiluoreszenzaufnahmen der NRK-52E Zellen zeigt sich eine konzentrationsabhéngige
Abnahme der Signalintensitédt des Fluoreszenzsignals von CTSD. In den Profile Plots zeigt sich
eine Abflachung der Amplitudenmaxima mit Zunahme der PMB Konzentration. (B) Mittelwerte (n
= 3) mit Standardabweichung der mittleren und maximalen Signalintensitdt von CTSD in NRK-
52E nach 24h Behandlung mit PMB. Die statistische Signifikanz wurde folgendermallen
abgebildet: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Die Asterisks wurden farbkodiert iiber den Werten
mit Standardabweichung dargestellt. Es zeigt sich eine Abnahme der mittleren und maximalen
Intensitdt  des  Immunfluoreszenzsignals  der  CTSD-Farbung mit  zunehmender
Behandlungskonzentration von PMB in NRK-52E Zellen. (A,B) Methodik: Nach 24 h Behandlung
mit PMB wurde CTSD in den Lysosomen der NRK-52E Zellen mittels Immunfluoreszenzférbung
und Konfokalmikroskopie dargestellt. Zur besseren Lokalisierung der CTSD Férbung (griin) und
zur Bestétigung der Spezifitit des CTSD-Antikérpers wurde eine Phalloidinfarbung zur
Darstellung des Aktin-Zytoskeletts (rot) der Zellen durchgefiihrt. Die Zellkerne wurden mittels
DAPI (blau) angeférbt. Die Bilder wurden verwendet um beispielhafte Profile Plots zu erstellen.
Die Messlinien sind in Gelb zu erkennen. Die Immunfluoreszenzbilder wurden mit ImageJ
ausgewertet. Die Auswertung der Bilder erfolgte randomisiert und verblindet. Abkiirzungen:
CTSD = Cathepsin D, KE = Key Event (Schliisselereignis), PMB = Polymyxin B.

Auch in den mit PMB behandelten NRK-52E Zellen konnte, wie bereits bei den humanen
Zellen, eine deutliche konzentrationsabhangige Abnahme der mittleren und maximalen
Intensitat des Immunfluoreszenzsignals von CTSD beobachtet werden (Abbildung 23
(B)). Dies deutet auch bei der Zelllinie aus der Ratte auf eine Induktion einer LMP durch
PMB hin. Wie bei den RPTEC/TERT1 Zellen konnte auch hier ab einer Konzentration
von 15,62 yM eine beginnende Abnahme der mittleren (auf ca. 75%) und maximalen
(auf ca. 85%) Signalintensitdit von CTSD beobachtet werden. Bei der hdchsten

getesteten Konzentration von 1000 uM waren sowohl die maximale als auch die mittlere
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Intensitat des Immunfluoreszenzsignals von CTSD auf etwa 30 % des Ausgangswertes
abgefallen. Auch fir die NRK-52E Zelllinie der Ratte kann bei der Betrachtung der
Ergebnisse in Zusammenhang mit den Ergebnissen von KE 3 davon ausgegangen
werden, dass mit zunehmenden Konzentrationen von PMB eine Zunahme der
Zytotoxizitat (KE 3) und eine Abnahme der Intensitat des Immunfluoreszenzsignals der
Protease CTSD (KE 2) resultiert. Auch hier kann ein mechanistischer Zusammenhang
zwischen steigender Zytotoxizitat bei der Behandlung der Zellen mit PMB und der Ruptur
der lysosomalen Membranen, verdeutlicht durch die Umverteilung des CTSD

Fluoreszenzsignals, bestatigt werden.

3.2.3 Vergleich der ermittelten Signalintensitaten fur CTSD zwischen den
Zelllinien RPTEC/TERT1 und NRK-52E (KE 2)

In Abbildung 24 ist ein Vergleich der erhobenen mittleren und maximalen Intensitat des

Immunfluoreszenzsignals von CTSD beider Zelllinien fir die 24 h Behandlung mit PMB

dargestellt.
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Abbildung 24: Vergleichender Effekt von PMB auf die Signalintensitit von CTSD in
RPTEC/TERT1 und NRK-52E Zellen nach 24 h Behandlung.

(A) Vergleich der mittleren Signalintensitdt in NRK-52E und RPTEC/TERT1 Zellen abhéngig von
der PMB Konzentration. (B) Vergleich der maximalen Signalintensitdt in NRK-52E und
RPTEC/TERT1 Zellen abhédngig von der PMB Konzentration. (A,B) In der Abnahme der mittleren
und maximalen CTSD-Signalintensitdt mit zunehmender PMB-Konzentration zeigt sich ein fast
deckungsgleicher Kurvenverlauf ohne die im Zytotoxizitétstest festgestellten Unterschiede der
Empfindlichkeit der unterschiedlichen Spezies auf die Substanz PMB. Methodik: Datenerhebung,
Auswertung und Darstellungskriterien sind in Abbildung 22 und Abbildung 23 beschrieben. Auf
die Darstellung der Asterisks wurde in dieser Ubersichtsdarstellung verzichtet. Sie sind den
Graphen in Abbildung 22 und Abbildung 23 zu entnehmen. Abkirzungen: CTSD = Cathepsin D,
KE = Key Event (Schliisselereignis), PMB = Polymyxin B.

Im Gegensatz zu den ausgepragten Unterschieden in der Zytotoxizitadt von PMB in den
NRK-52E Zellen im Vergleich zu den RPTEC/TERT1 Zellen kann man hier nahezu
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deckungsgleiche Kurvenverlaufe beobachten. Die in dem Zytotoxizitatstest (KE 3)
festgestellten Unterschiede in der Empfindlichkeit der Spezies auf das Polymyxin

konnten hier somit nicht bestatigt werden.
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3.3 KE 1: Expression des lysosomal-assoziierten Membranproteins als

Indikator fur die Storung der lysosomalen Funktion

Das erste Schllsselereignis des untersuchten AOPs folgt direkt im Anschluss an das
MIE und beschreibt die funktionelle Stérung und Schwellung der Lysosomen. Diese wird
hervorgerufen durch die Akkumulation der toxischen Substanzen in den Lysosomen der
Zelle. In Folge dessen kommt es zu einer verstarkten Expression von LAMPs zur
Stabilisierung der Lysosomen, um eine LMP zu verhindern.

FUr eine ungestérte Funktion der Lysosomen sind die lysosomal-assoziierten
Membranproteine von groRer Bedeutung. LAMP1 und LAMP2 sind die am haufigsten
vorkommenden Proteine der lysosomalen Membran und spielen eine Schlisselrolle bei
der Aufrechterhaltung der funktionellen und strukturellen Integritat der Lysosomen (Hua
et al.,, 1998). Da die Expression von LAMP1 und 2 bei zunehmender lysosomaler
Dysfunktion ansteigt (Liu et al., 2015) wurden sie als potentieller in vitro Endpunkt flr KE
1 betrachtet. Methodisch wurde wie fur KE 2 eine Immunfluoreszenzfarbung gewahlt und
ein Assay zur Visualisierung von LAMP entwickelt. In RPTEC/TERT1 und NRK-52E
Zellen wurde die konzentrationsabhangige LAMP-Expression nach einer 24 h
Behandlung mit PMB untersucht. Da zukulnftig eine Durchfihrung des Assays fiur die
anderen Modellsubstanzen erganzt werden soll, konnte das Experiment bereits in den
RPTEC/TERT1 Zellen fir COL wiederholt werden. Es konnte eine deutliche Zunahme
der Intensitat des LAMP-Immunfluoreszenzsignals, induziert durch PMB und COL

beobachtet werden.

3.3.1  Messung der LAMP Signalintensitat als Indikator fur die Stérung der
lysosomalen Funktion in RPTEC/TERT1 Zellen (KE 1)

In RPTEC/TERT1 Zellen wurde zur Visualisierung ein monoklonaler Antikdrper gegen
das lysosomal-assoziierte Membranprotein 2 gewahlt. Wie in Abbildung 25 zu sehen ist,
induzierte sowohl PMB als auch COL nach 24 h Behandlung eine deutliche Zunahme
des grinen LAMP2-Fluoreszenzsignals in RPTEC/TERT1 Zellen.
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Abbildung 25: LAMP-Expression als Indikator fiir die Stérung der lysosomalen Funktion
nach der Behandlung mit Polymyxin B bzw. Colistin in RPTEC/TERT1 Zellen.

(A) Exemplarische Immunfluoreszenzbilder von LAMP2 in RPTEC/TERT1 Zellen nach 24 h
Behandlung (von oben nach unten: Phalloidin und LAMP-2 Férbung nach PMB Behandlung,
LAMP2 Férbung nach PMB Behandlung, LAMP2 Férbung nach COL Behandlung). Mal3stab in
weil3 dargestellt = 10 um. (B) Mittelwerte (n =3) mit Standardabweichung der mittleren und
maximalen Signalintensitéat von LAMP2 in RPTEC/TERT1 nach 24 h Behandlung mit PMB bzw.
COL. Die statistische Signifikanz wurde folgendermalBen abgebildet: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001. Die Asterisks wurden farbkodiert liber den Werten mit Standardabweichung dargestellt.
(A,B) PMB und COL induzierten nach 24 h Behandlung eine deutliche Zunahme des griinen
LAMP2-Fluoreszenzsignals in RPTEC/TERT1 Zellen. Die Zunahme der Signalintensitét war
durch PMB stédrker ausgeprégt als durch COL. Methodik: Nach 24 h Behandlung mit PMB bzw.
COL wurde LAMP2 (grin) in den Lysosomen der RPTEC/TERT1 Zellen mittels
Immunfiuoreszenzfdrbung und Konfokalmikroskopie dargestellf. Zur besseren Lokalisierung der
LAMP2 Férbung und zur Bestétigung der Spezifitdt des LAMP2-Antikérpers wurde eine
Phalloidinfarbung (rot) zur Darstellung des Aktin-Zytoskeletts der Zellen durchgefiihrt. Die
Zellkerne wurden mittels DAPI (blau) angeférbt. Die Immunfluoreszenzbilder wurden mit ImageJ
ausgewertet und die dargestellten Graphen generiert. Die Auswertung der Bilder erfolgte
randomisiert und verblindet. Abkiirzungen: PMB = Polymyxin B, COL = Colistin, KE = Key Event
(Schliisselereignis), LAMP2 = lysosomal-assoziiertes Membranprotein 2.

In (A) der Abbildung 25 kann man eine deutliche Zunahme der griinen LAMP2-Farbung
bei Erhéhung der Konzentration sowohl fir PMB, als auch fir COL in den
RPTEC/TERT1 Zellen nach einem Behandlungszeitraum von 24 h beobachten. In
Abbildung 25 (B) zeigt sich nach 24 h Behandlung mit PMB eine massive Erhéhung der
mittleren LAMP2-Signalintensitat von 100 % bei der Kontrolle auf tiber 1000 % Auch die
maximale Intensitat zeigte einen deutlichen Anstieg der Signalintensitat. Bei einer PMB-
Konzentration von 500 yM kam es zu einer Zunahme der maximalen Signalintensitat auf
uber 250 %. Bei der COL Behandlung war der Anstieg der Fluoreszenzsignalintensitat
etwas geringer ausgepragt als fur PMB. Hier kam es bei Konzentrationen von 1000 uM
bei der mittleren Intensitdt zu einem Anstieg auf 500 %, wahrend das Signal der

maximalen Signalintensitat ahnlich wie bei PMB auf Gber 200 % zunahm.
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PMB erwies sich im Zytotoxizitatstest (KE 3) in der menschlichen Zellkultur mit einer
niedrigeren ECso-Konzentration als deutlich toxischer fiir die Zellen als COL. Dies ist im
Einklang mit den Ergebnissen der LAMP2-Farbung, da auch hier eine deutlich starkere
Zunahme der Signalintensitat nach der Behandlung mit PMB im Vergleich zu den mit
COL behandelten Zellen zu beobachten war. In diesem Experiment verdeutlichen die
hohen Balken der Standardabweichung, vor allem fiir die sehr hohen Konzentrationen
wie 500 uM, eine grolte Streuung der Einzelwerte. Dies deutet auf eine breite Verteilung
der Daten der einzelnen Experimente, meist bei hdheren Konzentrationen, hin. In

niedrigeren Konzentrationen konnten genauere Werte erhoben werden.

3.3.2 Messung der LAMP Signalintensitat als Indikator fur die Stérung der
lysosomalen Funktion in NRK-52E Zellen (KE 1)

In NRK-52E Zellen wurde zur Visualisierung ein monoklonaler Antikdrper gegen das
lysosomal-assoziierte Membranprotein 1 gewahlt. Nach Testversuchen von gegen
LAMP gerichteten Antikorpern in der Zelllinie, wurde der optimale Antikoérper fiir eine
spezifische Darstellung gewahlt. In diesem Fall fihrte die Anfarbung von LAMP1 zu
besseren qualitativen und quantitativen Ergebnissen als von LAMP2 wie in der humanen
Zelllinie. Wie in Abbildung 26 zu sehen, induzierte die 24 h Behandlung mit PMB in den

NRK-52E Zellen eine deutliche Zunahme des grinen LAMP1-Fluoreszenzsignals.
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Abbildung 26: LAMP-Expression als Indikator fiir die Stérung der lysosomalen Funktion
nach der Behandlung mit Polymyxin B in NRK-52E Zellen.

(A) Exemplarische Immunfluoreszenzbilder von LAMP1 in NRK-52E Zellen (oben: Phalloidin- und
LAMP1 Férbung, unten: LAMP1 Farbung) nach 24 h Behandlung mit PMB. Mal3stab in weil3
dargestellt = 10 um. (B) Mittelwerte (n =3) mit Standardabweichung der mittleren und maximalen
Signalintensitdt von LAMP1 in NRK-52E nach 24 h Behandlung mit PMB. Die statistische
Signifikanz wurde folgendermallen abgebildet: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Die Asterisks
wurden farbkodiert (iber den Werten mit Standardabweichung dargestellt. (A,B) PMB induzierte
nach 24 h Behandlung eine deutliche Zunahme des griinen LAMP 1-Fluoreszenzsignals in NRK-
52E Zellen. Methodik: Nach 24 h Behandlung mit PMB wurde das LAMP1 (griin) der Lysosomen
der NRK-52E Zellen mittels Immunfluoreszenzféarbung und Konfokalmikroskopie dargestellt. Zur
besseren Lokalisierung der LAMP1 Farbung und zur Bestétigung der Spezifitit des LAMP1-
Antikérpers wurde eine Phalloidinfdrbung (rot) zur Darstellung des Aktin-Zytoskeletts der Zellen
durchgefiihrt. Die Zellkerne wurden mittels DAPI (blau) angeférbt. Die Immunfluoreszenzbilder
wurden mittels ImagedJ ausgewertet und die dargestellten Graphen generiert. Die Auswertung der
Bilder erfolgte randomisiert und verblindet. Abkiirzungen: PMB = Polymyxin B, KE = Key Event
(Schliisselereignis), LAMP1 = lysosomal-assoziiertes Membranprotein 1.

In Abbildung 26 (A) kann man eine deutliche Zunahme der grinen LAMP1-Farbung bei
Erhdéhung der Konzentration von PMB in NRK-52E Zellen beobachten. Wie in dem
Graphen in Abbildung 26 (B) zu sehen ist, konnte hier nach einer 24 h Behandlung der
NRK-52E Zellen mit PMB eine deutliche Erhéhung der mittleren Signalintensitat von
LAMP1 auf Uber 400 % beobachtet werden. Auch die maximale Signalintensitat wies
eine deutliche Zunahme auf. Ab einer Konzentration von 500 yM kam es zu einem
Anstieg der maximalen Signalintensitat auf iber 170 % im Vergleich zur Kontrolle. Auch
hier verdeutlichen die hohen Balken der Standardabweichung, vor allem ab sehr hohen
Konzentrationen wie 500 uM, eine groRe Streuung der Einzelwerte. Fir niedrigere

Konzentrationen konnten auch hier genauere Werte erhoben werden.
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3.3.3 Gegenuberstellung der ermittelten Signalintensitaten fur LAMP2 in
RPTEC/TERT1 Zellen und LAMP1 in NRK-52E Zellen (KE 1)

Abbildung 27 zeigt eine Gegenuberstellung der LAMP-Farbungen der beiden Zelllinien
nach einer 24 h Behandlung mit PMB. Graph (A) zeigt die Zunahme der mittleren
Signalintensitaten von LAMP2 in RPTEC/TERT1 und von LAMP1 in NRK-52E Zellen. In

Graph (B) sieht man die Gegenulberstellung der aquivalenten maximalen LAMP-

Intensitaten.
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Abbildung 27: Gegeniiberstellung der mittleren und maximalen Signalintensitét der
Immunfluoreszenzfarbung von LAMP2 in den RPTEC/TERT1 und LAMP1 in den NRK-52E
Zellen nach 24 h Zellbehandlung mit Polymyxin B.

(A) Darstellung der mittleren Signalintensitdt von LAMP1 in NRK-52E und LAMP2 in
RPTEC/TERT1 Zellen abhéngig von der PMB Konzentration. (B) Darstellung der maximalen
Signalintensitat von LAMP1 in NRK-52E und LAMP2 in RPTEC/TERT1 Zellen abhéngig von der
PMB Konzentration. (A,B) Die Expression von LAMPZ2 in der RPTEC/TERT1 Zelllinien steigt
deutlich starker an, als die LAMP1 Expression in der NRK-52E Zelllinie bei vergleichbaren PMB
Konzentrationen. Methodik: Datenerhebung, Auswertung und Darstellungskriterien sind in den
Beschriftungen von Abbildung 25 und Abbildung 26 zu finden. Auf die Darstellung der Asterisks
wurde in dieser Ubersichtsdarstellung verzichtet. Sie sind den Graphen in Abbildung 25 und
Abbildung 26 zu entnehmen. Abkurzungen: LAMP = lysosomal-assoziiertes Membranprotein,
PMB = Polymyxin B.

In der Gegenuberstellung der Signalintensitat von LAMP2 in den RPTEC/TERT1 Zellen
und der Signalintensitat von LAMP1 in den NRK-52E Zellen fallt auf, dass die Expression
von LAMP2 in der menschlichen Zelllinie deutlich starker ansteigt, als die LAMP1
Expression in der Zelllinie aus der Ratte bei vergleichbaren PMB Konzentrationen. Dies
kdnnte die hohere Empfindlichkeit der RPTEC/TERT1 Zellen gegenlber der toxischen
Substanz PMB, die sich bereits in den Ergebnissen des Zellviabilitatstest (KE 3) nach 24
Bei Betrachtung der Zellviabilitdt war in
RPTEC/TERT1 Zellen bei einer 24 h Behandlung eine Konzentration von 57,62 yM
notwendig, um eine Abnahme der Viabilitat um 50 % zu erreichen. Bei den NRK-52E

h Zellbehandlung zeigte, bestatigen.

wiederum verursachte erst eine Konzentration von 677,1 yM PMB eine vergleichbare

Abnahme der Zellviabilitat. Es war somit bei NRK-52E Zellen eine fast 12-fach héhere
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Konzentration PMB zum Erzielen eines vergleichbaren Effektes notwendig. Auch die
Zunahme der LAMP-Intensitat war in der menschlichen Zelllinie RPTEC/TERT1 im
Vergleich zu der NRK-52E Zelllinie aus der Ratte deutlicher ausgepragt. Bei einer
Konzentration von 1000 uM PMB flir 24 h kam es in den RPTEC/TERT1 Zellen zu einem
sehr starken Anstieg der mittleren LAMP2-Signalintensitat, wahrend der Anstieg der
LAMP1-Intensitat bei den NRK-52E deutlich geringer ausfiel. Hierbei sollte man
allerdings kritisch hinterfragen, inwieweit eine Gegenlberstellung der beiden LAMPs
sinnvoll ist. Da der Antikérper in der menschlichen Zelllinie gegen LAMP2 und der
Antikorper in den NRK-52E Zellen gegen LAMP1 gerichtet ist.

Diese Gegenuberstellung zeigt eine konzentrationsabhangige Zunahme der LAMP-
Expression (KE 1) bei Zunahme der Toxizitat (KE 3) nach der Behandlung mit PMB.
Ebenfalls deuten die Ergebnisse hier auf eine unterschiedliche Empfindlichkeit der
beiden Zellkulturmodelle, wie bereits fur KE 3 bestatigt, hin. Da auch hier in KE 1 die
menschliche RPTEC/TERT1 Zelllinie mit einem deutlich ausgepragteren LAMP-
Signalanstieg auf die Behandlung mit PMB reagierte als die NRK-52E Zellen aus der
Ratte, kann eine hdhere Sensibilitdt der RPTEC/TERT1 Zellen vermutet werden. Dies
muss jedoch aufgrund der Verwendung der unterschiedlichen LAMPs kritisch betrachtet

werden.
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3.4 Resumierende Darstellung der LAMP-Expression (KE 1), der CTSD
Signalintensitat (KE 2) und der Zytotoxizitat (KE 3) unter Integration
weiterer experimentell erhobener Daten der Arbeitsgruppe
aufbauend auf der Methodik dieser Arbeit

Ein Ziel des AOP-Konzepts ist eine mechanistische Darstellung komplexer biologischer
Prozesse, um die Prifung und Bewertung von Chemikalien und Arzneistoffen durch die
Entwicklung dieser neuen Alternative als Erganzung zu den regulatorisch geforderten
Toxizitatstests zu erleichtern (Hartung, 2011). Der AOP bietet den Rahmen, um das MIE
eines definierten Mechanismus Uber beliebig viele KEs mit dem AO zu verbinden und
die generierten Daten von in silico, in vitro sowie bestehender in vivo Assays zu
integrieren und zu verknipfen (Ankley et al., 2010). Abbildung 28 bietet einen Uberblick
Uber die Ergebnisse der etablierten Versuche der drei KEs des AOPs zur Darstellung
des Mechanismus des lysosomalen Overloads mit folgender Membranpermeabilisierung
und daraus resultierender Nierenschadigung. Hierbei erfolgte ebenfalls die Einarbeitung
von weiterfuhrenden Daten. Diese Daten wurden von Sabrina Frank und Markus Glaser
der Arbeitsgruppe mithilfe der Methodik dieser Arbeit erhoben und freundlicherweise fir

diese Arbeit zur Verfigung gestellt.
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Abbildung 28: LAMP-Expression (KE 1), CTSD Signalintensitét (KE 2), Zytotoxizitdt (KE 3)
fiir Polymyxin B, Colistin, Polymyxin B Nonapeptid und Cadmiumchlorid in den
RPTEC/TERT1 und NRK-52E Zellen.

(A) KE 1: LAMP-Immunfluoreszenzfarbung in RPTEC/TERT1 und NRK-52E Zellen unter
Zusammenfiihrung der Daten aus Abbildung 25 und Abbildung 26. (B) KE 2: CTSD-
Immunfluoreszenzfdrbung in RPTEC/TERT1 und NRK-52E Zellen unter Zusammenfiihrung der
Graphen aus Abbildung 22 und Abbildung 23 (C) KE 3: Zytotoxizitdt in RPTEC/TERT1 und NRK-
52E Zellen unter Zusammenfihrung der Daten aus Abbildung 19 und Abbildung 20. (A,B,C) In
der konzentrationsabhédngige Abnahme der Zellviabilitédt nach 24 h PMB-Behandlung waren die
RPTEC/TERT1-Zellen empfindlicher als die NRK-52E-Zellen gegeniiber der Zytotoxizitdt von
PMB. Dies zeigte sich auch in der Analyse der LAMP-1/2 Férbung. In der CTSD-Analyse konnte
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kein signifikanter Unterschied zwischen den Zelllinien beobachtet werden. Ahnliche
Verénderungen konnten bei den Strukturanaloga COL und PMBN verzeichnet werden. Die
Rangfolge der Auswirkungen der drei Polymyxin-Derivate war (iber die drei KEs hinweg
konsistent (PMB > COL > PMBN). CdCl; war in NRK-52E-Zellen im Vergleich zu RPETC-TERT1-
Zellen toxischer (KE 3) hatte aber nur geringe Auswirkungen auf die LAMP1/2-Expression (KE
1). Methodik und Auswertung sind den Beschriftungen der einzelnen Abbildungen zu entnehmen.
Auf die Darstellung der Asterisks wurde in dieser Ubersichtsdarstellung verzichtet. Sie sind den
Graphen der einzelnen benannten Abbildungen zu entnehmen. Zusétzliche Integration von
experimentell erhobenen Daten, basierend auf der in dieser Arbeit verwendeten Methodik, fiir KE
1 und KE 2 fiir die Testsubstanzen COL, PMBN und CdCl,. durch Marcus Glaser und Sabrina
Frank der Universitat Wiirzburg in der Fakultét flir Pharmakologie und Toxikologie. Die Daten
wurden fir diese Arbeit freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Abkirzungen: CdCl, =
Cadmiumchlorid, COL = Colistin, CTSD = Cathepsin D, KE = Key Event (Schliisselereignis),
LAMP = lysosomal-assoziiertes Membranprotein, PMB = Polymyxin B, PMBN = Polymyxin
Nonapeptid.

In dieser Darstellung wurden die Auswirkungen der chemischen Stressoren PMB, COL,
PMBN und CdCl; auf die LAMP-Expression (KE 1), die CTSD Signalintensitat (KE 2)
und die Zytotoxizitdt (KE 3) in den Zellinien RPTEC/TERT1 und NRK-52E
veranschaulicht. Aufgrund methodischer Probleme konnten fir KE 2 nur vollstandige
Datensatze fur die NRK-52E Zelllinie erhoben werden. Fur die RPTEC/TERT1 Zelllinien
liegen lediglich die Daten fir die mit PMB behandelten Zellen vor. Bei beiden
Zellmodellen wurde nach 24 h Behandlung mit PMB eine konzentrationsabhangige
Abnahme der Zellviabilitit beobachtet, wobei sich die RPTEC/TERT1-Zellen im
Vergleich zu den NRK-52E-Zellen als deutlich empfindlicher gegentber der Zytotoxizitat
von PMB erwiesen. Die erhohte Empfindlichkeit der RPTEC/TERT1-Zellen gegentiber
PMB zeigte sich auch in der Analyse der LAMP-1/2 Farbung, wahrend jedoch in der
CTSD-Analyse kein signifikanter Unterschied zwischen den Zelllinien zu verzeichnen
war. Im Wesentlichen wurden die gleichen Veranderungen bei den mit den
Strukturanaloga von PMB (COL und PMBN) behandelten Zellen festgestellt. Hierbei war
die Rangfolge der Auswirkungen der drei Polymyxin-Derivate Uber alle KEs hinweg
konsistent, wobei PMB am aktivsten war und PMBN die geringsten Auswirkungen zeigte.
Im Gegensatz zu den Polymyxin-Derivaten erwies sich CdCl, in NRK-52E-Zellen im
Vergleich zu RPETC-TERT1-Zellen als toxischer. Wichtig ist, dass CdCl, trotz
signifikanter Zytotoxizitat (KE 3) nur geringe Auswirkungen auf die LAMP1/2-Expression
(KE 1) hatte.
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4 Diskussion

Um der jeden Tag weiter wachsenden Menge an potentiell gesundheitsschadlichen
Chemikalien (Wilson und Schwarzman, 2009) und dem damit verbundenen Mangel an
effektiven und kostengunstigen Testverfahren gerecht zu werden, war es
Ubergeordnetes Ziel dieser Arbeit neue Alternativen in Form von in vitro Prifmethoden
mit mechanistisch relevanten Endpunkten zu finden, um einen Beitrag zur Verbesserung
der Prifung und Risikobewertung von Chemikalien und Arzneimitteln zu leisten
(Hartung, 2011). In dieser Arbeit wurde der AOP Uber den Mechanismus, wie
lysosomaler Overload mit folgender Membranpermeabilisierung zu Nierenschaden flihrt
(Mally und Jarzina, 2022), als Fallstudie verwendet, um einen Machbarkeitsnachweis fur
die Anwendung des AOP-Konzepts auf die Bewertung der in vitfro Nephrotoxizitat zu
erbringen. Hierbei wurden Polymyxin B, Colistin, Polymyxin B Nonapeptid, Vancomycin,
Gentamicin und Cadmiumchlorid als chemische Stressoren verwendet. Fir die Testung
wurde eine Methodik flir jedes der drei Schlisselereignisse des AOPs etabliert. Allen
diesen Substanzen ist gemeinsam, dass sie von den Zellen des proximalen
Nierentubulus uber den gleichen Mechanismus der rezeptorvermittelten Endozytose
mittels Megalin aufgenommen werden und uber lysosomalen Overload und die damit
verbundene lysosomale Membranruptur zum Zelltod fuhren. Als in vitro Modell wurden
menschliche Zellen des proximalen Nierentubulus (RPTEC/TERT1) und eine Zelllinie
aus der Ratte (NRK-52E) verwendet. Bei der Etablierung der Assays fur den AOP wurde
mit der Untersuchung der Zytotoxizitdt der Testsubstanzen (KE 3) in den beiden
Zelllinien begonnen, um zu klaren in welchem Konzentrationsbereich die Substanzen
biologische Effekte auslésen. Darauffolgend wurde ein Verfahren zur Messung und
Darstellung der CTSD Signalintensitat als Indikator fur die Ruptur der lysosomalen
Membran (KE 2) entwickelt. Im Anschluss erfolgte die Entwicklung eines Assays zur
Veranschaulichung der Stérung der Ilysosomalen Funktion in Form einer
Immunfluoreszenzfarbung der LAMP-Expression der Zellen (KE 1). In diesen drei
Assays wurden die Polymyxine PMB, COL und PMBN und CdCl, getestet. Bei allen
Schlusselereignissen waren konzentrationsabhangige Wirkungen der untersuchten
Substanzen zu beobachten, wobei die biologischen Reaktionen auf die drei Polymyxin-

Analoga in einer konsistenten Rangfolge auftraten.
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4.1 Evaluierung der Methodik und Ergebnisse der gewahlten Assays fur
die Schlusselereignisse KE 3, KE 2 und KE 1

4.1.1 Evaluierung des Einflusses der Testsubstanzen auf die Zellviabilitat im
Zellkulturmodell (KE 3)

Sowohl die Gruppe der Polymyxine als auch Gentamicin, Vancomycin und Cadmium
sind fur ihre nephrotoxischen Wirkungen hinreichend bekannt (Beauchamp et al., 1992,
Fujiwara et al., 2012, Jarup, 2002, Lopez-Novoa et al., 2011, Schetz et al., 2005). Im
CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitatstest nach 24 h und 48 h (siehe Abschnitt 3.1)
wiesen PMB, CdCl; und COL in den menschlichen RPTEC/TERT1 Zellen die starkste
Toxizitat auf. Fir GEN konnte im Gegensatz dazu keine signifikante Toxizitat
nachgewiesen werden. Fur PMBN und VAN konnte lediglich in sehr hohen
Konzentrationen eine geringe Toxizitat beobachtet werden. In den NRK-52E-Zellen aus
der Ratte zeigten sich ahnliche Ergebnisse. Zu beiden Zeitpunkten waren CdCl; und
PMB die Substanzen mit der am starksten ausgepragten Toxizitat. Wahrend bei den
menschlichen Zellen PMB am schadlichsten war, zeigte hier CdCl, die starkste
Zytotoxizitat. COL und VAN wiesen lediglich in sehr hohen Konzentrationen toxische
Effekte auf. Fir GEN und PMBN konnte in den Zellen aus der Ratte keine signifikante

Abnahme der Zellviabilitdt nachgewiesen werden.

Die zuvor vermutete zytotoxische Potenz der Polymyxine konnte durch die erhobenen
Daten im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden. Bei bisherigen Studien Uber die
nierenschadigende Wirkung der Polymyxine erwies sich PMB in vitro als toxischer als
COL (Roberts et al., 2015, Zavascki und Nation, 2017). Das Polymyxin-Derivat mit dem
geringsten toxischen Potential war PMBN (Chihara et al., 1973, Vaara, 2010). Diese
Rangfolge konnte auch in den hier erhobenen Toxizitadtsdaten aufgezeigt werden. Beide
Zelllinien zeigten die erwartete Abstufung der Toxizitat und eignen sich somit gut als in
vitro Modell fur die Darstellung der toxischen Effekte der Polymyxine. Der direkte
Vergleich zwischen den Zelllinien fir jede Verbindung zeigte jedoch eine hdhere
Empfindlichkeit der RPTEC/TERT1 Zellen gegenuber der Gruppe der Polymyxine, im
Vergleich zu den NRK-52E Zellen. Um zu prifen, ob diese Unterschiede in der
Wirksamkeit der Polymyxin-Derivate sowie die Unterschiede in der Zytotoxizitat bei der
menschlichen und der Ratten-Zelllinie auf die unterschiedliche Aufnahme in proximale

Tubuluszellen zurlickzufihren sind, wurde in der Arbeitsgruppe die intrazellulare
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Konzentration von PMB und COL nach der Behandlung von RPTEC/TERT1- und NRK-
52E Zellen mittels LC-MS/MS bestimmt (Jarzina et al., 2022). Bei beiden Zelllinien war
ein kontinuierlicher Anstieg der intrazellularen Konzentration von PMB und COL
innerhalb des 24-Stunden-Behandlungszeitraums zu beobachten. Die Akkumulation von
PMB und COL war in NRK-52E Zellen signifikant geringer als in RPTEC/TERT1 Zellen.
Dies deutet darauf hin, dass die Unterschiede in der Zytotoxizitat mit Unterschieden in
der Substanzaufnahme zwischen den beiden Zelllinien zusammenhangen koénnten.
Ebenfalls wurden in beiden Zellmodellen niedrigere intrazellulare Konzentrationen von
COL im Vergleich zu dem toxischeren PMB gefunden (Jarzina et al., 2022). Um die
Grundlage fur die Unterschiede in der Aufnahme von Polymyxinen zwischen den beiden
Zelllinien zu verstehen, konnte man vermuten, dass sich die beiden Zellmodelle
hinsichtlich der Endozytose-Rezeptor-Expression und/oder der endozytotischen Aktivitat
unterscheiden. Ein Ansatz zur Klarung dieser Vermutung lieferte ein Versuch mit Alexa-
488-markiertem Aprotinin, das als Ligand fur den Megalin-Rezeptor fungiert. Hier konnte
eine erhdhte Aufnahme von Alexa-488-markiertem Aprotinin in RPTEC/TERT1 Zellen im
Vergleich zu NRK-52E-Zellen nachgewiesen werden, was auf eine hohere

endozytotische Aktivitat der menschlichen Zelllinie hinweist (Jarzina et al., 2022).

Das Glykopeptidantibiotikum Vancomycin und das Aminoglykosid Gentamicin wurden
sowohl in vivo, als auch in vitro im Hinblick auf seine nephrotoxische Wirkung eingehend
untersucht. Eine signifikante Nierenschadigung mit einhergehendem Kreatininanstieg im
Serum (Goetz und Sayers, 1993) bzw. im Urin (Fauconneau et al., 1992, Fauconneau
et al., 1997) in Menschen und Tieren konnte in vielen Studien mit unterschiedlichen
Testkonzentrationen der Substanzen nachgewiesen werden. Bei den hier getesteten
Konzentrationen von maximal 2000 pM konnte lediglich eine gering ausgepragte
Toxizitat fir VAN beobachtet werden. Das Aminoglykosid GEN zeigte, entgegen der
Erwartungen, keine Toxizitat in dem hier gewahlten in vitro Zellkulturmodell. In einer
Publikation von Secker et al. von 2019 konnte in RPTEC/TERT1 Zellen nach 24 h erst
bei GEN-Konzentrationen ab 10000 uM eine Toxizitat beobachtet werden. Senker et al.
fuhrte die Zellbehandlung fur 14 Tage durch. Hier konnte schon bei niedrigeren
Konzentrationen (> 1000 uM) eine deutliche Zytotoxizitat beobachtet werden (Secker et
al., 2019). In einer 2020 erschienenen Publikation Uber die zytotoxische Wirkung von
GEN in NRK-52E Zellen beschreibt Yao et al. den Abfall der ATP-Konzentration und die
damit verbundene Schadigung der NRK-52E Zellen, die fir 48 h mit 3000 uM GEN

inkubiert wurden (Yao et al., 2020). In dieser Arbeit lag die hdchste Konzentration bei
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2000 pM und die Zellen wurden nach 24 h und 48 h Behandlung untersucht. Im Vergleich
zu der deutlich héher gewahlten Konzentration bzw. bei der langeren Behandlungsdauer
bei Yao et al. 2020 war in dieser Arbeit eine geringer ausgepragte Toxizitat zu erwarten.
Auch hier ware eine intrazellulare Messung der Konzentration von VAN und GEN, wie
sie fur PMB und COL erfolgt ist, sinnvoll. Mithilfe dieser Erganzung kénnte die Frage
geklart werden, wie hoch die intrazellulare Wirkkonzentration der beiden Substanzen bei
dieser gering ausgepragten Toxizitat ausfallt, bzw. ob evtl. eine Resistenz der Zellen

gegenuber den beiden Antibiotika bestehen kdnnte.

Im Gegensatz zu GEN konnten bei CdCl, in beiden Zellmodellen ausgepragte toxische
Effekte beobachtet werden. Wie in Abschnitt 1.4.3.4 beschrieben, induziert Cadmium in
vivo nach der Aufnahme in den Blutkreislauf die Synthese von Metallothionein in der
Leber, welches Cadmium bindet und somit seine toxische Wirkung abmildert. Der
Cadmiummetallothionein-Komplex wird anschlieRend erneut in den Blutkreislauf
freigesetzt und erreicht nach glomeruldrer Filtration und anschlieRender
rezeptorvermittelter Endozytose die proximalen Epithelzellen der Niere (Jin et al., 1998,
Klaassen et al., 2009, Prozialeck und Edwards, 2012). Es gibt Hinweise darauf, dass es
sich bei der Ursache der gravierenden Schadigung der Epithelzellen hauptsachlich um
aus Cadmiummetallothionein freigesetztes ionisches Cadmium handelt (Goyer et al.,
1989, Klaassen et al., 2009). Dieses gelangt zusatzlich Uber verschiedene Kanale und
Transporter fur andere lonen wie Eisen oder Kalzium in die Zellen (Bridges und Zalups,
2005, He et al., 2009), wo es aufgrund seiner hohen Affinitdt zu Sulfhydrylgruppen
funktionelle Veranderungen einer Reihe von Proteinen verursachen kann. Dies
wiederum fuhrt zu einer Stérung der Zellsignalisierung und Homdostase (Dorian et al.,
1992). Der Mechanismus der Cadmium-Toxizitat weicht also von diesem AOP ab, da die
Stérung der lysosomalen Funktion und die lysosomale Ruptur offenbar nur einen
geringen Anteil an der gesamten toxischen Reaktion ausmachen, bei der mehrere AOPs
eine Rolle spielen kdnnen. Dies spiegelt sich ebenfalls in den Ergebnissen in der
Beobachtung der Dysfunktion der Lysosomen (KE 1) wider, da hier der Anstieg der
LAMP-Expression im Verhaltnis zu der ausgepragten Toxizitat von Cadmium (KE 3) eher

gering ausfallt.
Zusammenfassend betrachtet lieR sich der CellTiter-Glo® Lumineszenz-
Zellviabilitatstest als Nachweis fur die Zytotoxizitat der Testsubstanzen einsetzen (KE

3), um die Konzentrationsbereiche in denen die Substanzen biologische Effekte
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ausléosen zu ermitteln. Die Ergebnisse missen selbstverstandlich unter
Bertcksichtigung der Limitationen, wie kurze Dauer der Behandlung, unzureichende
Kenntnis bezlglich der intrazellularen Substanzkonzentration und eine evtl. bestehende
Resistenz der Zellen gegen die Chemikalien kritisch betrachtet werden. Demnach ware
die Ermittlung der intrazellularen Substanzkonzentration sinnvoll, um eine mdgliche
Resistenz der Zellen und damit einhergehende niedrige Wirkungskonzentration der
Substanzen im Inneren der Zellen aufdecken zu kénnen. Ebenfalls fir weitere Analysen,
wie beispielsweise die Erstellung physiologisch basierter pharmakokinetischer Modelle
(Abschnitt 4.3.2), ist die Kenntnis der intrazelluldren Konzentration von grof3er

Bedeutung.

4.1.2 Bewertung der CTSD-Immunfluoreszenzfarbung als gewahlte Methodik und

Erorterung der Ergebnisse (KE 2)

Als Methodik fiir das vorangeschaltete zweite Schllisselereignis wurde die Darstellung
und Messung der CTSD-Signalintensitat verwendet. KE 2 beschreibt die Ruptur der
lysosomalen Membran und die Verteilung der intralysosomalen Bestandteile im Zytosol
der Zellen. Fir die Etablierung der Methodik fur KE 2 wurde die Testsubstanz Polymyxin
B eingesetzt. PMB erwies sich hierbei als geeignet, da in den gewahlten Konzentrationen
von 7,81 uM bis 2000 uM eine deutliche Zunahme der Zytotoxizitat (KE 3) nachgewiesen
werden konnte. Im Anschluss wurden ebenfalls COL, PMBN und CdCl; getestet. Auf die
Testung von GEN und VAN wurde aufgrund der geringen Toxizitat in KE 3 verzichtet.
Bei den getesteten Konzentrationen von maximal 2000 pM konnte eine gering
ausgepragte Toxizitat fir VAN beobachtet werden, wahrend GEN keine Toxizitat in dem
hier gewahlten in vitro Zellkulturmodell aufwies. Da in der Literatur von einer
ausgepragten Nephrotoxizitdt der beiden Substanzen (Fauconneau et al., 1992,
Fauconneau et al., 1997, Goetz und Sayers, 1993) berichtet wird, die bei der Testung
im Rahmen des hier gewahlten Zellkulturmodells und der Methodik jedoch nicht bestatigt

werden konnte, erschien eine weitere Testung nicht als reprasentativ und sinnvoll.

Die Daten fur das zweite Schlusselereignis, dargestellt durch die
Immunfluoreszenzfarbung der Protease CTSD in den mit PMB behandelten Zellen,
lieferten ahnliche Ergebnisse fur beide Zelllinien. In RPTEC/TERT1 Zellen konnte ein
Ruckgang des Markersignals fur CTSD beobachtet werden. Dieses Ergebnis verhalt sich

kongruent zu anderen bisher erhobenen Daten in der Literatur (Boya et al., 2003,
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Kagedal et al., 2005). Auch in NRK-52E Zellen konnte dieser Effekt nachgewiesen
werden. Obwohl die Induktion der LMP in beiden Zelllinien deutlich zu erkennen wair,
konnten keine signifikanten Unterschiede in den Auswirkungen von PMB in den beiden
verwendeten Zelllinien beobachtet werden. In KE 3 zeigte sich eine starkere Abnahme
der Zellviabilitat in RPTEC/TERT1 Zellen nach Behandlung mit PMB im Vergleich zu
NRK-52E Zellen. In KE 2 konnten diese Unterschiede nicht bestatigt werden. Hier war
eher eine minimal starkere Abnahme der Signalintensitat von CTSD in der Zelllinie der
Ratte zu beobachten. Es ist also fraglich, in wie weit sich die Immunfluoreszenzfarbung
von CTSD als Methodik fur die Quantifizierung dieses Prozesses eignet. Man muss
kritisch beurteilen, inwiefern es méglich ist, die Membranruptur der Lysosomen auf diese
Weise zu quantifizieren. In dieser Arbeit erfolgte eine Datenerhebung nach 24-stiindiger
Behandlung. Um den Rupturmechanismus der lysosomalen Membran weiter zu
untersuchen und die genauen molekularen und zeitlichen Ablaufe zu kennen und
mogliche beeinflussende Faktoren auszumachen, waren weitere zeitliche Endpunkte zu
erganzen. Hierbei sollte der Fokus insbesondere auf frihen zellularen Veranderungen
vor dem hier gewahlten Endpunkt liegen. Eine Mdglichkeit der liickenlosen Beobachtung
ware hierfir das Live Cell Imaging mit Zeitraffermikroskopie, um die Dynamik
intrazellularer Prozesse besser zu verstehen. Eine weitere Optimierungsmoglichkeit
bietet sich in der quantitativen Auswertung. Zur Bestimmung der mittleren und
maximalen Signalintensitat wurde in ImageJ das Rechteck-Werkzeug (siehe Abschnitt
2.2.3.5) verwendet. Auf diese Weise wurden drei reprasentative Bereiche des Zytosols
ausgewahlt. Ein weiterer Schritt zur Verbesserung der Methode ware es, das gesamte
Zytosol der Zelle mit anschlieRender Standardisierung eines Messbereiches zur
Erhebung der Intensitatsdaten miteinzubeziehen. Dies wurde jedoch eine Farbung der

Zellmembran erfordern.

Mit diesem Assay konnte die Induktion einer LMP durch PMB, COL, PMBN und CdCl;
bestatigt werden, da eine Umverteilung der intralysosomalen Bestandteile aus den
Lysosomen in das Zytosol durch die Anfarbung der Protease CTSD sichtbar gemacht
werden konnte. Fraglich ist jedoch, inwiefern die Farbung von CTSD sich im Rahmen
dieses AOPs zur Quantifizierung der LMP eignet, da die aus KE 1 und KE 3 zu
erwartenden Unterschiede beziglich der Testsubstanzen hier nicht bestatigt werden
konnten. Lediglich der generelle Trend der Substanzen eine LMP zu induzieren konnte

aufgezeigt werden.
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4.1.3 Beurteilung der Ergebnisse der LAMP-Immunfluoreszenzfarbung im

Zellkulturmodell und Optimierungsmoglichkeiten der Methodik (KE 1)

Das erste Schlisselereignis in der Kaskade des hier untersuchten AOPs beschreibt die
Stérung der lysosomalen Funktion und die damit verbundene Schwellung der
Lysosomen durch die Akkumulation der toxischen Substanzen. Um diesen
Mechanismus zu visualisieren, wurde wie bei KE 2 eine Immunfluoreszenzfarbung
angewendet. In diesem Fall wurde das lysosomal-assoziierte Membranprotein in beiden
Zelllinien angefarbt und nach einem Behandlungszeitraum von 24 h mit den Substanzen
PMB, COL, PMBN und CdCl, untersucht. Wie schon in KE 3 zu sehen war, zeigte sich
auch hier ein starkerer Effekt in der menschlichen RPTEC/TERT1 Zelllinie im Vergleich
zu den NRK-52E Zellen. Fur beide Zellinien zeigte sich der erwartete
konzentrationsabhangige Anstieg des LAMP-Signals nach der Behandlung mit den
Polymyxinen sowohl in den Beispielaufnahmen, als auch in den quantitativ erhobenen
Daten. Auch hier war die Rangfolge der Auswirkungen der drei Polymyxin-Derivate
konsistent, wobei bei den mit PMB behandelten Zellen die ausgepragteste LAMP-
Expression nachgewiesen werden konnte und bei Polymyxin B Nonapeptid die
geringste. In der Literatur ist beschrieben, dass es nach der Aufnahme und folgenden
Akkumulation von PMB und COL in den Lysosomen einer Zelle zu einer Erhéhung des
pH-Wertes und somit zur Beeintrachtigung der lysosomale Funktion kommt (Wang et al.,
2018). Die Zellen versuchen, durch eine Uberexpression von LAMP eine Stabilisierung
der Lysosomen zu erreichen und sich vor einer Apoptose bzw. Nekrose durch
lysosomale Prozesse zu schitzen (Saftig und Klumperman, 2009). Diese
Beobachtungen konnten mit dem gewahlten Assay mit LAMP als Indikator fir die

Stérung der lysosomalen Funktion fur das erste Schlisselereignis bestatigt werden.

Im Gegensatz zu den Polymyxin-Derivaten hatte CdCl, trotz signifikanter Zytotoxizitat
(KE 3) nur geringe Auswirkungen auf die LAMP1/2-Expression (KE 1). Hierbei waren die
Effekte auch etwas starker in den NRK-52E Zellen ausgepragt. Cadmium liegt in der
Zelle unter anderem an Metallothionein gebunden vor. In dieser Form wird es Uber
Endozytose in die Lysosomen aufgenommen und verfligt somit tber das gleiche MIE
wie die anderen gewahlten Testsubstanzen des AOPs (Wolff et al., 2006). Die
Zellschadigung durch Cadmium kommt unter anderem durch den intralysosomalen
Abbau von Metallothionein und die folgende Freisetzung toxischer Cadmiumionen

zustande (Dorian et al., 1992). Des Weiteren kann Cadmium zudem durch die Bildung
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von oxidativem Stress durch ROS (Rani et al.,, 2014) und die Stérung von DNA-
Reparaturmechanismen zellschadigend wirken (Giaginis et al., 2006). In KE 3 wird der
Endpunkt der Kaskade in Form der zytotoxischen Wirkung der Substanzen auf die Zellen
untersucht. Hierbei werden die unterschiedlichen Mechanismen, die der toxischen
Wirkung der Substanz zugrunde liegen, vernachlassigt. In KE 1 wird wiederrum
ausschliellich die schadigende Wirkung der Modellsubstanzen tber den lysosomalen
Mechanismus betrachtet. Unter der Berilcksichtigung dieser Grundlagen sind die
geringeren Auswirkungen in KE 1 im Vergleich zu KE 3 durch Cadmium erklarbar
(Jarzina et al., 2022). Hierdurch wird deutlich, dass ein einzelner AOP lediglich einen

Abschnitt komplexer toxischer Wirkungen abbildet.

Wie bereits die gewahlte Methodik fir KE 2, wirde ebenfalls die Untersuchung von
LAMP als Indikator fur die Stérung der lysosomalen Funktion (KE 1) von einer
Weiterentwicklung profitieren. Da es sich bei der Methodik des ersten
Schlusselereignisses ebenfalls, wie bei KE 2 um eine Immunfluoreszenzfarbung handelt,
kdénnte auch hier das Live Cell Imaging mit Zeitraffermikroskopie Aufschluss Uber die
detaillierte Dynamik der intrazellularen Prozesse bieten. Die Beurteilung des gesamten
Zytoplasmas, im Gegensatz zu reprasentativen Ausschnitten, konnte ebenfalls zur

weiteren Verbesserung der Methodik beitragen.
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4.2 Charakteristika der verwendeten Zelllinien und Bewertung der

Eignung fur die entwickelte in vitro Methodik

Die Epithelzellen des proximalen Nierentubulus sind im Tubulussystem fir den
Hauptanteil der Nierensekretion und Resorption geldster Stoffe verantwortlich (Lepist
und Ray, 2016) und verfigen Uber hohe Transportkapazitaten und Stoffwechselraten
(Hall und Unwin, 2007). Dies macht sie besonders anfallig fiir toxische Wirkungen von
Chemikalien und Medikamenten. Auch bei den fir diese Arbeit gewahlten
Testsubstanzen ist eine ausgepragte toxische Wirkung auf die Zellen des proximalen
Nierentubulus beschrieben, weshalb in vitro Modelle der proximalen Nierentubuluszellen

gewahlt wurden.

Bei der RPTEC/TERT1 Zelllinie handelt es sich um humane Nierenzellen des proximalen
Tubulusepithels (Wieser et al., 2008). Bei den NRK-52E Zellen liegen Nierenzellen mit
den Eigenschaften des proximalen Tubulusepithels aus der Ratte vor (De Larco und
Todaro, 1978, Lash et al., 2002). Leider ist bis heute keine proximale Nierentubulus-
Zelllinie mit vollstandig erhaltener Kapazitat fir xenobiotischen und metabolischen
Transport verfugbar (Tiong et al., 2014), was die Eignung eines solchen
Zellkulturmodells flir den Nachweis von Nephrotoxizitat limitiert. Beispielsweise wurde
bei der menschlichen Zelllinie HK-2, eine der haufigsten verwendeten humanen
tubularen Epithelzelllinie fir die in vitro Untersuchung, die fehlende Auspragung einiger
Schlusseltransporter, wie die organischen Anionentransporter OAT1, OAT3 und der
organische Kationentransporter OCT2, nachgewiesen (Jenkinson et al., 2012). Da im
Gegensatz zu HK-2 Zellen bei spater entwickelten Zelllinien, wie den RPTEC/TERT1,
uber den Erhalt vieler wichtiger funktioneller Parameter berichtet wurde, wurden sie in
dieser Arbeit als Zellkulturmodell verwendet (Aschauer et al., 2015, Wilmes et al., 2014).
Ein wichtiger Transporter fur die Untersuchung des AOPs dieser Arbeit ist der Megalin-
Rezeptor. Dieser ist verantwortlich fur die rezeptorvermittelte Endozytose der
Testsubstanzen und sein Vorhandensein wird in RPTEC/TERT1 Zellen angenommen
(Wieser et al., 2008).

Fir den Vergleich wurden die bekannten NRK-52E Zellen aus dem proximalen
Nierentubulus der Ratte ausgewahlt (De Larco und Todaro, 1978). Die Zelllinie NRK-
52E gehdrt zu den meist verwendeten Rattenzelllinien und es existiert bereits

umfassende Literatur zu deren Verwendung. NRK-52E Zellen weisen eine typische
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Struktur epithelialer Zellen auf. Sie wachsen am Boden der Inkubationsgefalte an und
bilden eine Einzelzellschicht (Monolayer) aus. Die apikale Zellmembran besteht aus
Mikrovilli (Boogaard et al., 1990). NRK-52E Zellen synthetisieren eine Vielzahl
spezifischer Nierenenzyme sowohl in ihrem Blrstensaum, als auch in den Lysosomen
bzw. im Zytosol (Lash et al., 2002, Thomasina Barron et al., 1990). Zudem besitzen sie
in der basolateralen Membran verschiedene organische Anionentransporter (Boogaard
et al.,, 1990). Des Weiteren konnte in den NRK-52E der Transporter Megalin mittels

Immunfluoreszenz nachgewiesen werden (Zhang et al., 2019).

Fur die Etablierung und Durchfuihrung der Assays wurden zwei verschiedene Zelllinien
ausgewahlt, um zelllinienspezifische Unterschiede, beispielsweise in Bezug auf die
Substanzaufnahme und -weiterverwertung, ausschliellen zu kdénnen. Wie bereits im
Abschnitt 4.1.1 evaluiert wurde, konnte im direkten Vergleich zwischen den Zelllinien in
Bezug auf die Abnahme der Ze,llviabilitat (KE 3) eine hdhere Empfindlichkeit der
RPTEC/TERT1 Zellen gegenuber der Gruppe der Polymyxine, im Vergleich zu NRK-52E
Zellen festgestellt werden. Die unterschiedlich hohen intrazellularen Konzentrationen der
Testsubstanzen in beiden Zellsystemen legen nahe, dass sich die beiden Zellmodelle
hinsichtlich ihrer endozytotischen Aktivitat unterscheiden (Jarzina et al., 2022). Es lasst
vermuten, dass die menschlichen Zelllinie ein hoheres Potential an Endozytoseaktivitat
aufweist, als die Zelllinie aus der Ratte. Es besteht in jedem Fall weiterfiihrend Bedarf in
der Analyse der Transportmechanismen der verwendeten Zelllinien. Diesbezlglich
wurden in der Arbeitsgruppe bereits weitere Analysen im Hinblick auf die mRNA- und
Proteinexpression von Megalin/Cubilin durchgefuhrt (Jarzina et al., 2022). In diesen
Untersuchungen konnten sowohl auf Proteinebene, als auch auf mMRNA-Ebene keine
eindeutigen Hinweise auf eine Expression von Megalin und Cubulin in den Zelllinien
gefunden werden. Es konnte jedoch durch die Fluoreszenzfarbung von Aprotinin,
(Ligand fur den Megalin-Rezeptor) eine erhdhte Aufnahme von Aprotinin der humanen
Zelllinie im Vergleich zu NRK-52E-Zellen der Ratte nachgewiesen werden. Diese
Untersuchung unterstiitzt die Vermutung der héheren endozytotischen Aktivitat der
RPTEC/TERT1 Zelllinie (Jarzina et al., 2022).
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4.3 Weiterfuhrende Verwertung der Ergebnisse dieser Arbeit und

Analysemethoden im Kontext des AOP-Konzepts

Im Anschluss an die umfassende Datengenerierung dieser Arbeit im Rahmen des AOP-
Konzepts ist es mdglich, die in den nachsten beiden Abschnitten folgenden Analysen
durchzufiihren. Diese Analysen wurden in der Arbeitsgruppe und von Projektpartnern
erstellt und hier kurz dargestellt und erldutert. Im ersten Abschnitt 4.3.1 wird die
Herstellung quantitativer Beziehungen der einzelnen Schliisselereignisse in Form von
Response-Response-Analysen beschrieben. Hierbei wird geprift, ob es maoglich ist, die
Ergebnisse nachgeschalteter KEs mittels Daten der vorgeschalteten KEs zu berechnen
und somit vorherzusagen (Jarzina et al., 2022). In Abschnitt 4.3.2 wird ein physiologisch
basiertes, pharmakokinetisches (PBPK) Modell mittels der Integration quantitativer in
vitro zu in vivo Extrapolation (QIVIVE) vorgestellt. Hierbei geht es um die Erstellung einer
in vivo Simulation der Konzentration der Polymyxin Antibiotika in menschlichem Gewebe
sowie in dem der Ratte auf Basis der erhobenen in vitro Daten (Jarzina et al., 2022,
Kramer et al., 2018).

4.3.1 Response-Response-Analysen zur Herstellung quantitativer Beziehungen

zwischen den Schlisselereignissen des AOPs

Die Response-Response-Analysen stellen mithilfe mathematischer Gleichungen eine
quantitative Beziehung zwischen aufeinanderfolgenden KEs eines AOPs her (Conolly et
al., 2017, Spinu et al., 2020). Die unter anderem im Rahmen dieser Arbeit erhobenen in
vitro Daten der KEs wurden hierfir verwendet. Sie dienen der Uberpriifung, ob eine
Berechnung und somit die Vorhersage nachgeschalteter KEs auf der Grundlage der
Daten eines friheren KEs maoglich ist. Die Response-Response-Analysen zu diesem
AOP wurden von Sebastian Jarzina erstellt und flir diese Arbeit freundlicherweise zur

Verfligung gestellt (Jarzina et al., 2022).

Da zuverlassige in vitro Daten fur KE 3 fur den Vergleich erhoben werden konnten,
wurde exemplarisch die Vorhersage dieses SchllUsselereignisses mittels Response-
Response-Analysen gepruft. In einem ersten Schritt wurden die Funktionen der
quantitativen Response-Response-Analysen aus den experimentell erhobenen in vitro
Daten aus KE 1 (LAMP), KE 2 (CTSD) und KE 3 (Zellviabilitat) nach der Behandlung der

zwei Zelllinien mit den Modellsubstanzen erarbeitet. Die mathematischen Grundlagen
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und die genaue Erstellung der Response-Response-Analysen fir die RPTEC/TERT1
und die NRK-52E Zelllinie ist in Jarzina et al. von 2022 erlautert (Jarzina et al., 2022).
Diese Funktionen der quantitativen Beziehungen (QKER1 und gqKER2) zwischen den
Schlisselereignissen wurden anschlieend verwendet, um die Zytotoxizitat (KE 3) von
COL, PMBN und CdCl; auf der Grundlage der experimentellen KE 1-Daten
(Auswirkungen auf die LAMP-1/2 Intensitat) zu modellieren (Abbildung 29) (Jarzina et
al., 2022).
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4 Diskussion

Abbildung 29: Vorhersage der Zytotoxizitdt von COL, PMBN und CdCI: unter Verwendung
der Response-Response-Analysen basierend auf experimentell generierten Daten fiir PMB
der einzelnen KEs in RPTEC/TERT1 und NRK-52E Zellen.

(A) Vorhersage der Zytotoxizitdt von COL, PMBN, CdCl, unter Verwendung der Response-
Response-Analysen fliir RPTEC/TERT1 Zellen und (B) fiir NRK-52E Zellen. (A,B) Experimentell
ermittelte KE 1-Daten, die nach der Behandlung der Zellen mit Colistin (rot), PMBN (griin) und
CdCl, (grau) erhalten wurden, dargestellt durch durchgezogene Linien (RPTEC/TERT1) und
gestrichelte Linien (NRK-52E), wurden zur Berechnung zusétzlicher Datenpunkte (Linien aus
Kreisen) aus den erhaltenen mathematischen Gleichungen flir KE 1 (Stérung der lysosomalen
Funktion) verwendet. Die berechneten KE 1-Daten wurden dann zur Vorhersage von KE 2 (Linien
aus Kreisen) unter Verwendung von qKER1 (f(x)) aus den Polymyxin-B-Daten verwendet. In
einem letzten Schritt wurden die vorhergesagten KE 2-Daten unter Verwendung von qKER2
(9(x)) aus den Polymyxin-B-Daten verwendet, um KE 3 vorherzusagen (Linien aus Kreisen). Zum
besseren Vergleich wurden die experimentell ermittelte Zytotoxizitét (durchgezogene Linien =
RPTEC/TERT1, gestrichelte Linien = NRK-52E) und die vorhergesagte Zytotoxizitdt (Linien aus
Kreisen) zu einem einzigen Diagramm zusammengefiigt. Die Erstellung der Response-
Response-Analysen erfolgte durch Sebastian Jarzina an der Universitdt Wiirzburg in der Fakultét
fiir Pharmakologie und Toxikologie und wurden fiir diese Arbeit freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt (Jarzina et al., 2022). Abkiirzungen: CdCl, = Cadmiumchlorid, COL = Colistin, KE = Key
Event (Schllisselereignis), LAMP = lysosomal-assoziiertes Membranprotein, PMB = Polymyxin
B, PMBN = Polymyxin B Nonapeptid, gKER = quantitative Key Event Relationship (quantitative
Beziehung zwischen den Schliisselereignissen).

In Abbildung 29 wurden die experimentell ermittelte Zytotoxizitat und die vorhergesagte
Zytotoxizitdt mithilfe der Response-Response-Analysen von Sebastina Jarzina zum
Vergleich in einem gemeinsamen Diagramm abgebildet. Der Vergleich mit den
experimentell erhobenen Daten zeigt, dass sowohl in RPTEC/TERT1 als auch in NRK-
52E Zellen eine relativ gute Vorhersage der Zytotoxizitat von COL und PMBN mdglich
ist. Bei CdCl,war die berechnete Zytotoxizitat aus vorgelagerten Daten der KEs deutlich
geringer als die experimentell gemessene Zytotoxizitat in KE 3. Es konnte somit gezeigt
werden, dass bei Verbindungen, die sich strukturell ahneln und Uber den gleichen
Mechanismus wirken, eine relativ gute Vorhersage biologischer Reaktionen moglich ist.
Obwohl CdCl, ebenfalls Uber das in diesem AOP untersuchte MIE die Zelle schadigt,
konnte hierfir keine zuverlassige Vorhersage getroffen werden (Jarzina et al., 2022). Bei
der toxischen Wirkung von CdCl, missen weitere zellschadigende Mechanismen der
Substanz, wie eine erhéhte Resistenz gegenlber Apoptose (Achanzar et al., 2002), die
Stérung von Reparaturmechanismen der DNA (Giaginis et al., 2006) sowie die Induktion
von oxidativem Stress (Rani et al., 2014), bertcksichtig werden. Anhand der
verwendeten Substanz CdCl; wird der Bedarf der Erstellung weiterer AOPs fir diese

Prozesse als Erganzung deutlich aufgezeigt.
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4.3.2 Erstellung eines physiologisch basierten pharmakokinetischen (PBPK)
Modells mittels Integration quantitativer in vitro zu in vivo -Extrapolation
(QIVIVE)

Zur Vorhersage der in vivo analogen Pharmakokinetik von Polymyxin B wurde von
unseren Projektpartnern an der Universitat Utrecht ein physiologisch basiertes
pharmakokinetisches (PBPK) Modell erstellt (Kramer et al., 2018). Das Ziel dieses
Modells ist es, unter Verwendung von in vitro Daten eine in vivo Simulation der
Konzentration der Polymyxin Antibiotika in Gewebe des Menschen und der Ratte zu
erreichen. Fur diese Arbeit sind insbesondere die Zellen des proximalen Nierentubulus
von Interesse. Der Aufbau des Modells besteht aus zwdlf Gewebekompartimenten
(Lunge, Gehirn, Herz, Haut, Muskeln, Fettgewebe, Leber, Milz, Magen-Darm-Trakt,
Nieren, Blase, Rest des Kdorpers) verbunden Uber einen simulierten Blutkreislauf. Bei der
Untersuchung der Niere wird hierbei weiterflihrend in das Tubuluslumen, die Zellen des
proximalen Nierentubulus und das restliche Gewebe eingeteilt (Bouchene et al., 2018,
Kramer et al., 2018, Viel et al., 2018).

Fur die PBPK-Modellierung wurden die Daten der in vitro Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung fir PMB des CellTiter-Glo® Lumineszenz-Zellviabilitatstest der
RPTEC/TERT1 Zellen (KE 3) verwendet, um die Extrapolation der in vitro Daten fir KE
1 und KE 3 auf in vivo Dosen durchzufihren (Kramer et al., 2018). Hierbei zeigte sich,
dass die berechneten in vivo Dosen von PMB fur das erste und dritte Schlisselereignis
niedriger waren, als die aktuell in der Praxis verwendeten PMB-Dosen. Diese aktuell
genutzte Dosierung liegt ca. im Bereich von 1 mg/kg Kdérpergewicht (Cai et al., 2020,
Falagas und Kasiakou, 2006, Gupta et al., 2009, Kassamali et al., 2015). Zur
Gegenuberstellung erfolgte daraufhin die QIVIVE basierend auf den intrazellularen
Konzentrationen der Behandlungssubstanz. Die berechneten in vivo Dosen von PMB
lagen hierbei deutlich ndher an dem in der Praxis verwendeten Zielbereich (Jarzina et
al., 2022, Kramer et al., 2018). Hier konnte festgestellt werden, dass die intrazellulare
Konzentration einer Substanz als Ausgangspunkt fir QIVIVE deutlich besser geeignet
ist und eher verwendet werden sollte (Groothuis et al., 2015). Mit dieser Modellierung,
unter Verwendung der Daten des im Rahmen dieser Arbeit untersuchten AOPs, konnte
grundlegend erwiesen werden, dass die Vorhersage einer akuten Nierenschadigung
beim Menschen ohne in vivo Studien moglich ist (Omwenga et al., 2021, Punt et al.,
2021).
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4.4 Bewertung des AOP-Konzepts als mechanistisches Instrument zur

Reduzierung von Tierversuchen bei der Toxizitatsprufung

Das AOP-Konzept wurde entwickelt, um die weltweiten Bemihungen zur Reduzierung
von Tierversuchen bei Toxizitatstests zu unterstitzen. Das AOP-Konzept ist ein
wichtiger Ansatz zum Aufbau einer Wissensbasis fir toxische Mechanismen mit einer
einheitlichen Nomenklatur fur die einzelnen MIEs, KEs und AOs (Leist et al., 2017). Bei
den mechanistisch gepragten AOPs muss eine veranderte Biokinetik im Vergleich zum
Organismus in vivo, die fur die Risikobewertung relevant ist, bericksichtigt werden. Fur
eine strukturelle Herangehensweise bei der komplexen Konstruktion eines AOPs ist es
von Vorteil zunachst die Verbindung zwischen dem MIE und AO herzustellen. Vor allem
bei der Verwendung von in vitro Modellen ist es wichtig das MIE zu analysieren. Auf der
Grundlage dieser Verbindung kann der AOP dann durch das Hinzufligen relevanter KEs
erweitert und ausgebaut werden (Patlewicz et al., 2015, Simon et al., 2014). Durch die
Identifizierung und Festlegung von KEs und durch die Etablierung geeigneter Assays flr
diese ist es mdglich geworden, komplexe biologische Mechanismen abzubilden mit dem
Ziel, langfristig ein Netzwerk einzelner miteinander in Verbindung stehender AOPs
aufzubauen. Da fiir ein AOP mit seinen KEs generell ein Konzeptnachweis erforderlich
ist, zeigt sich hier ebenfalls eine Problematik des AOP-Konzepts. Es ergeben sich
zeitaufwandige Evaluierungsprozesse und hohe Kosten. Durch den zunehmenden
Umfang und die Komplexitat der AOPs erhoht sich ebenfalls die Komplexitat der
Response-Response-Analysen auf Basis der quantitativen
Schlusselereignisbeziehungen. Dies macht die Vorhersage einzelner
Schlusselereignisse mittels dieser Berechnungen zu einer mathematischen
Herausforderung. Hierflir werden Expertengruppen sowie kinstliche Intelligenz

eingesetzt.

Fir die zuklUnftigen Weiterentwicklungen der toxikologischen Prufung hin zu einem
starker mechanistischen Ansatz und dem Bestreben, tierversuchsfreie
Untersuchungsmethoden zu etablieren, erweist sich das AOP-Konzept als sehr
hilfreiches Instrument. Allerdings steht man vor der Herausforderung der schnell
wachsenden Komplexitat der AOPs. Wichtig hierbei zu nennen ist, dass experimentelle
Daten aus den AOPs nur eine Momentaufnahme der Wirkungen fur einen bestimmten
Zeitpunkt liefern, wie beispielsweise hier einen 24 Stunden Rahmen fir den

Zellviabilitatstest (KE 3). Wirkungen in vorgelagerten KEs kdnnen auch nach einer viel
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kiirzeren Zeit auftreten und gemessen werden. Dies macht die Notwendigkeit
verschiedener zeitlicher Endpunkte zusatzlich zu dosisabhangigen Veranderungen
deutlich. Weiterhin ist zu klaren wie bei unterschiedlichen AOPs die zum gleichen AO

fuhren oder bei verzweigten KEs zu verfahren ist.
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung mechanistischer in vitro Tests im Rahmen des
AOP-Konzepts zur Toxizitatsprifung. Der AOP ,Rezeptorvermittelte Endozytose und
lysosomaler Overload flihren zu Nephrotoxizitat, Uber den die verwendeten
Modellsubstanzen zu Zytotoxizitat im proximalen Nierentubulus fuhren, wurde gewahlt.
Im Rahmen dieses AOPs erfolgte die Etablierung und Durchfihrung geeigneter in vitro
Tests far die RPTEC/TERT1 und NRK-52E Zelllinie proximaler
Nierentubulusepithelzellen.

Ein wichtiges Ziel bei der Entwicklung von AOPs ist die klare Strukturierung
toxikologischer Mechanismen und die Integration der bereits vorhandenen sowie neu
gewonnen Daten. Zu Beginn galt es die Herausforderung einer Ausarbeitung und
Etablierung von in vitro Tests flir jedes der Schllisselereignisse in dem hier vorgestellten
AOP zu bewaltigen. Mit Hilfe der Assays konnten vollstandige Dosis-Wirkungs-
Diagramme erstellt werden. Diese wurden weiterfliihrend fiir die Ausarbeitung darauf
aufbauender Response-Response-Analysen in der Arbeitsgruppe als Konzeptnachweis
verwendet. Hierbei ging es um die Uberpriifung, inwieweit die in vitro Tests in der Lage
dazu sind die Schlisselereignisse abzubilden und toxikologische Vorhersagen zu
modellieren. Basierend auf den experimentell erhobenen Ergebnissen konnten mithilfe
dieser mathematischen Analysen recht genaue Toxizitatsvorhersagen getroffen werden.
Es konnte aufgezeigt werden, dass Vorhersagen von nachgeschalteten
SchlUsselereignissen, zumindest in einem linearen AOP, Uber die Herstellung von
Response-Response-Analysen zwischen Schllisselereignissen moglich sind (Jarzina et
al., 2022). Toxikologische Pfade stellen sich in der Realitat jedoch oft verzweigt und
komplex dar, was die Vorhersage Uber Response-Response-Analysen zu einer
mathematischen Herausforderung macht (Knapen et al., 2018, Spinu et al., 2019). Dies
zeigt auch gewisse Grenzen des AOP-Konzepts auf, da sich die Frage stellt, in wieweit
das Modell fir die Nachbildung komplexer toxikologischer Effekte verwendbar ist.

Auch mussen eventuelle Unterschiede in der Expression von Transportern zwischen den
Zelllinien und zwischen der in vitro und in vivo Situation beachtet werden, wie sie
beispielsweise an Polymyxin B aufgezeigt werden konnten. Um auch unbekannte
Testsubstanzen Uberprifen zu kdnnen, missen diese Unterschiede identifiziert und mit
Hilfe geeigneter in silico Modelle Uberbruckt werden. Dies wird relevant, wenn aus den

modellierten in vitro Ergebnissen in vivo Aquivalenzdosen extrapoliert werden sollen.
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Dies erfolgte bereits durch Projektpartner basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit
im Rahmen des PBPK-Modells und QIVIVE (Jarzina et al., 2022, Kramer et al., 2018).

Tierversuche langfristig durch in vitro Hochdurchsatzmethoden in Zellmodellen zu
ersetzen ist ein langwieriger Prozess. Zum jetzigen Zeitpunkt ist es aufgrund der
Einschrankungen von in vitro Systemen nicht moéglich toxikologische Testungen an
Tieren vollstandig zu vermeiden. Dennoch konnte hiermit eine neue Art der
Teststrategie, kombiniert aus zuverlassigen in vitro Assays, neuen in silico Methoden in
Verbindung mit weiterflhrenden Analysen, wie PBPK-Modellierung und QIVIVE,

eingefihrt werden.
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5 Zusammenfassung

Zur Verbesserung der Prifung und Risikobewertung der zunehmenden Menge von
Chemikalien und Arzneimitteln, gilt es neue Alternativen in Form von in vitro
Prifmethoden mit mechanistisch relevanten Endpunkten zu finden. Einen solchen
Rahmen bietet das konzeptionelle Konstrukt des Adverse Outcome Pathway (AOP)-
Konzepts. Es erzeugt auf der Basis bestehenden Wissens einen mechanistischen und
kausalen Zusammenhang mit Hilfe von mehreren Schlusselereignissen (Key Event [KE])
zwischen einem initierenden molekularen Ereignis (Molecular Initiating Event [MIE]) und
einem adversen Effekt (Adverse Outcome [AQ]) auf biologischer Ebene. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde der AOP ,Rezeptorvermittelte Endozytose und lysosomaler
Overload fihren zu Nephrotoxizitat am Zellkulturmodell proximaler Nierentubuluszellen
weiterentwickelt. Es wurden in vitro Assays fir die Zelllinien RPTEC/TERT1 (Mensch)
und NRK-52 E (Ratte) fur jedes KE etabliert. In dem AOP wird die Initierung der
Schadigung des Nierengewebes durch rezeptorvermittelte Endozytose der Substanzen
(MIE) mit folgendem lysosomalem Overload (KE 1) und der lysosomalen Membranruptur
(KE 2) beschrieben. Es kommt zur Zellschadigung (KE 3) und endet mit einem Schaden
auf Organebene (AO). Fur KE 1 erfolgte die Visualisierung des lysosomal-assoziierten
Membranproteins (lysosomal-associated Membranprotein [LAMP]) und in KE 2 die
Darstellung der Protease Cathepsin D (CTSD) mittels Immunfluoreszenz. Fir KE 3
wurden spezifische Toxizitatsdaten der Testsubstanzen mit dem CellTiter-Glo®
Lumineszenz-Zellviabilitdtstest generiert. Gewahlte Stressoren fir den AOP war die
Gruppe der Polymyxin-Antibiotika (Polymyxin B, Colistin, Polymyxin B Nonapeptid), das
Aminoglykosid Gentamicin, das Glykopeptid Vancomycin sowie Cadmiumchlorid. In
Zusammenschau der Ergebnisse der drei KEs war die Rangfolge der Auswirkungen der
drei Polymyxin-Derivate Uber alle KEs konsistent. Polymyxin B erwies sich als aktivste
Substanz, wahrend Polymyxin B Nonapeptid die geringsten Auswirkungen zeigte. Als
Ausblick in weiterflihrenden Analysen der Arbeitsgruppe konnten bei Cadmiumchlorid
trotz einer signifikanten Zytotoxizitat (KE 3) nur geringe Auswirkungen in der LAMP-
Expression (KE 1) aufgezeigt werden. Des Weiteren erfolgte die Erstellung von
Response-Response-Analysen, um mittels vorgeschalteter Schlusselereignisse
nachfolgende Effekte vorhersagen zu kdnnen. Projektpartner der Universitat Utrecht
entwickelten darlber hinaus eine quantitative in vitro in vivo Extrapolation (QIVIVE)

mittels eines physiologisch basierten pharmakokinetischen (PBPK) Modells.
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Appendix

Appendix

I  Appendix Methodik und Statistik

I.I  Einstellungen des SP5 Konfokalmikroskop und der LAS AF-Software

fur die Bildaufnahme

Tabelle 16: Einstellungen der LAS AF-Software des SP5 Konfokalmikroskop fiir die

Bildaufnahme der Immunfluoreszenzféarbung.

Parameter der Scanner-Einstellungen  Wert
ScanMode Xyz
Pinhole 95,5um
Pinhole (airy) 1,00
Frame-Accumulation 1
Frame-Average 4
Parameter der Hardware-Einstellungen Wert
Laser (Argon, visible) (Starke) 30%

Tabelle 17: Laser Einstellungen fiir die unterschiedlichen Immunfluoreszenzfarbungen.
Abktirzungen: CFL = Cruz-Fluorophors, DAPI = 4' 6-Diamidin-2-phenylindol, HyD = Hybrid-

Detektor, PMT = Photomultiplier Tubes.

Einstellungen fiir CFL 488 mit dem
Argon Laser

Einstellungen fiir DAPI mit dem
Diode 405 Laser

Nummer der 1
sequenziellen

Einstellung

Laserintensitat 7,0-15,00%
Detektor HyD
Detector Range 500-550 nm
Detector Gain 100
Detector Offset 0

Nummer der 2
sequenziellen

Einstellung

Laserintensitat 5,00%
Detektor PMTA1
Detector Range 420-470 nm
Detector Gain 750
Detector Offset -1

Gewahlte Analysemethode der Graphen mit GraphPad PRISM

Tabelle 18: Abgebildete Graphen dieser Arbeit mit der zugehdérigen gewéhlten Analysemethode

in GraphPad PRISM.

Graphen

Analysemethode

CellTiter-Glo® Lumineszenz-
Zellviabilitatstest 24 h RPTEC/TERT1
Polymyxin B

Polymyxin B Nonapeptid

nonlineare Regression mit log(agonist)
vs. response — variabel slope
nonlineare Regression mit log(agonist)
Vs. response — variable slope



Appendix

Graphen Analysemethode

Colistin nonlineare Regression mit log(agonist)
VS. response — variable slope

Vancomycin nonlineare Regression mit log(agonist)
vs. response — variable slope

Gentamicin nonlineare Regression mit log(agonist)

Cadmiumchlorid

CellTiter-Glo® Lumineszenz-
Zellviabilitatstest 48 h RPTEC/TERT1
Polymyxin B

Polymyxin B Nonapeptid

Colistin

Vancomycin

Gentamicin
Cadmiumchlorid

CellTiter-Glo® Lumineszenz-
Zellviabilitatstest 24 h NRK-52E
Polymyxin B

Polymyxin B Nonapeptid

Colistin

Vancomycin

Gentamicin
Cadmiumchlorid

CellTiter-Glo® Lumineszenz-
Zellviabilitatstest 48 h NRK-52E
Polymyxin B

Polymyxin B Nonapeptid

Colistin

Vancomycin

Gentamicin
Cadmiumchlorid

CTSD-Farbung RPTEC/TERT1
Mittlere Intensitat Polymyxin B

VS. response — variable slope
nonlineare Regression mit log(agonist)
vs. response — variable slope

nonlineare Regression mit log(agonist)
vs. response — variable slope
nonlineare Regression mit log(agonist)
VS. response — variable slope
nonlineare Regression mit log(agonist)
vs. response — variable slope
nonlineare Regression mit log(agonist)
VS. response — variable slope

lineare Regression

nonlineare Regression mit log(agonist)
VS. response — variable slope

nonlineare Regression mit log(agonist)
vS. response — variable slope
nonlineare Regression mit log(agonist)
VS. response — variable slope
nonlineare Regression mit log(agonist)
VS. response — variable slope
nonlineare Regression mit log(agonist)
VS. response — variable slope

lineare Regression

nonlineare Regression mit log(agonist)
VS. response — variable slope

nonlineare Regression mit log(agonist)
VS. response — variable slope
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Graphen
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I Abkirzungsverzeichnis

Tabelle 19: Verwendete Abkirzungen mit den zugehérigen Beschreibungen in alphabetischer
Reihenfolge aufgelistet.

Abkiirzung Bedeutung

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

pL Mikroliter

UM Mikromolar

ADME Absorption, Distribution, Metabolism,
Excretion = Aufnahme, Verteilung,
Metabolisierung, Ausscheidung

AMP Adenosinmonophosphat

AO Adverse Outcome = adverser Effekt

AOP Adverse Outcome Pathway

ATP Adenosintriphosphat

BAK Protein Bcl-2 homologous antagonist/killer
Protein

bar Bar

BAX Protein Bcl-2-associated X Protein

Bcl-2 B-cell ymphoma 2

BID Protein BH3-interacting domain death agonist
Protein

BP Binding Protein = bindendes Protein

BSA Bovine serum albumin = Bovines Serum
Albumin

bzw. beziehungsweise

Ca?* lonisches Kalzium

CAS-Nummer Chemical Abstracts Service-Nummer

CdCl; Cadmiumchlorid

CFL-488 Cruz-Fluorophor-488

cm? Quadratzentimeter

CO; Kohlenstoffdioxid

COL Colistin

CTSB Cathepsin B

CTSD Cathepsin D

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

ddH20 Doppelt destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DPBS Dulbecco’s phosphate buffered
Saline

DPBST Dulbecco’s phosphate buffered
Saline mit Tween

EC Effect concentration = Effekt-
Konzentration

ECso Half maximal effect concentration =

Halbmaximale Effekt-Konzentration
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Abkiirzung Bedeutung

ECACC European Collection of Authenticated
Cell Cultures = Europaische Sammlung
Authentifizierter Zellkulturen

ECHA European Chemicals Agency =
Europaische Chemikalienagentur

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermal Growth Factor = Epidermaler
Wachstumsfaktor

ER Endoplasmatisches Retikulum

F-Aktin Filamentares Aktin

FBS Fetal bovine serum = Fetales
Kalberserum

FDA United States Food and Drug
Administration = US-Behorde fir Lebens-
und Arzneimittel

g Gramm

GEN Gentamicin

Golgi Golgi-Apparat

h Stunde

H-O Wasser

HSPAS Heat shock 70 kDa protein 8

Hz Hertz

IATA Integrated Approches to Testing and
Assessment = Integrierte Ansatze zur
Prifung und Bewertung

ITS Insulin, Transferrin, Natriumselenit

i.v. intravenos

kDa Kilodalton

KE Key Event = SchlUsselereignis

L Liter

LAMP Lysosomal-associated Membrane
Protein = lysosomal-assoziiertes
Membranprotein

LMP Lysosomal Membrane Permeabilization
= Lysosomale
Membranpermeabilisierung

log Logarithmus

M Molar

MEM NEAA Minimum Essential Medium Non
Essential Amino Acids

mg Milligramm

Mg?* Magnesium lon

MHC Major Histocompatibility Complex =
Haupthistokompatibilitdtskomplex

MIE Molecular Initiating Event = molekulares
initiierendes Ereignis

min Minute

mL Milliliter

mM Millimolar

N Normal

n Stichprobengrole
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Abkiirzung Bedeutung

nm Nanometer

02 Molekularer Sauerstoff

OECD Organisation for Economic Co-operation
and Development = Organisation flr
wirtschaftliche Zusammenarbeit und
Entwicklung

PBPK physiologisch basiert pharmakokinetisch

PMB Polymyxin B

PMBN Polymyxin B Nonapeptid

PP; Pyrophosphat

QIVIVE Quantitative In-vitro-zu-in-vivo-
Extrapolation

gKER quantitative Key Event Relationship =
quantitative Beziehung zwischen den
Schlusselereignissen

REACH Registration, Evaluation, Authorisation
and Restriction of Chemicals =
Registrierung, Bewertung, Zulassung
und Beschrankung chemischer Stoffe

ROS Reactive Oxygen Species = Reaktive
Sauerstoffspezies

rpm rounds per minute = Umdrehungen pro
Minute

RT Raumtemperatur

U Units

uv Ultraviolettstrahlung

VAN Vancomycin

VS. Gegen

z.B. Zum Beispiel
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