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1. Einleitung

1.1 Die Elimination von Albumin durch die Niere und Funktion des

proximalen Tubulus in der Rickresorption

Albumin ist das im menschlichen Serum mit einer Konzentration von 45 g/l
(652 x 10 mol/l) quantitativ haufigste Protein und reprasentiert etwa 60% der
gesamten Plasmaproteine. Es besitzt ein Molekulgewicht von 69000 Dalton
und besteht ultrastrukturell aus neun Schleifen, die durch Disulfidbricken
stabilisiert werden und drei Doméanen bilden; die Nettoladungen der einzelnen
Teilstucke sind ungleichmalig uUber das Molekul verteilt, die
Gesamtnettoladung des Proteins betragt -15. Zu den physiologischen
Aufgaben des Albumins gehort unter anderem die Aufrechterhaltung des
onkotischen Drucks (Gekle, 1998; Peters, 1985).

Die glomerulare Filtrationsfraktion des Albumins liegt aufgrund des relativ
hohen effektiven Radius des Proteins von 7,5 nm und der negativen
Gesamtladung bei nur etwa 0,05-0,1%, entsprechend einer Konzentration
von 45 mg/l im glomerularen Ultrafiltrat. Dieser Wert konnte in verschiedenen
Mikropunktionsstudien bestatigt werden (Tojo and Endou, 1992). Davon
ausgehend, dass die glomerulare Filtration der gesunden menschlichen Niere
taglich etwa 180 Liter betragt, werden pro Tag etwa 8100 mg Albumin primar
filtriert. Hiervon wird der Grolteil (etwa 99%) entlang des proximalen Tubulus
ruckresorbiert und anschlieBend lysosomal zu einzelnen Aminosauren oder
kleinen Peptiden abgebaut, so dass die Menge des physiologischerweise mit
dem Urin ausgeschiedenen Albumins bei etwa 30 mg/Tag liegt (Maunsbach,
1964; Maunsbach, 1966; Tojo and Endou, 1992).

Die Ruckresorption des Albumins entlang des proximalen Tubulus erfolgt
vorwiegend durch adsorptive Endozytose, einem sattigbaren Prozess, bei
dem es im Gegensatz zur unspezifischen flussig-Phasen-Endozytose zur
gezielten Ruckresorption des Zielmolekuls kommt, wodurch eine bis zu
20fach hohere Effektivitat erreicht wird (Gekle, 1998). Wie fur Zellen der
Opposum kidney (OK)-Zelllinie gezeigt werden konnte, besteht hierfur im
proximalen Tubulus eine spezifisch das Albumin bindende Stelle in der
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apikalen Membran der proximalen Tubuluszellen (Schwegler et al., 1991;
Gekle, 1998). Daruber hinaus werden weitere an der Endozytose von
Albumin beteiligte Proteine diskutiert, wobei ein so genanntes Scavenger-
Protein mit einem weiten Spektrum an Liganden aus der Familie der LDL-
Rezeptorfamilie eine herausragende Rolle einzunehmen scheint (Cessac-
Guillemet et al., 1996; Olson et al., 2008; Christensen et al., 1998). Die
Endozytose selbst erfolgt groRtenteils durch ,clathrin-coated vesicles® (Brown
and Orci, 1986; Rodman et al.,, 1984) und ist abhangig von einem intakt
ausgebildeten Aktin-Zytoskelett (Gekle et al., 1997).

1.2 Proteinurie bei Nierenerkrankungen fiihrt zu proinflammatorischen

Stimuli

Der Grad der Proteinurie gilt als pradiktiver Wert bezuglich der Progression
chronischer Nierenerkrankungen. Je ausgepragter die Proteinurie, um so
rascher das Fortschreiten der Erkrankung (Remuzzi and Bertani, 1998;
Wehrmann et al.,, 1989). Ein Ruckgang der Proteinurie hingegen fuhrt zu
einer verlangsamt fortschreitenden Verschlechterung der glomerularen
Filtrationsrate (Ruggenenti et al., 1997).

Bei Nierenerkrankungen, die mit einer Proteinurie einhergehen, folgt auf die
initiale Schadigung Ublicherweise eine progressive Verschlechterung der
glomerularen Filtration. Im weiteren Verlauf kommt es, unter anderem durch
Erweiterung der Poren der glomerularen Membran zu einer erhohten
glomerularen Filtration von Proteinen (Remuzzi and Bertani, 1998). Dies fuhrt
zu einer erhohten Endozytose der Proteine in die proximalen Tubuluszellen
und letzten Endes zu einem nephritogenen Effekt mit Schadigung des
Parenchyms, tubulointerstitieller Entzindung, Vernarbung und
Niereninsuffizienz (Remuzzi and Bertani, 1998).

Mehrere Studien an Zellmodellen konnten zeigen, dass Albumin in
proximalen Tubuluszellen zur Produktion proinflammatorischer Zytokine wie
Endothelin-1, RANTES und MCP-1 und deren Exkretion in das basolaterale
Kompartiment fuhrt (Zoja et al., 1995; Zoja et al., 1998a).



Daruber hinaus konnte in mehreren Arbeiten die Infiltration von T-
Lymphozyten und Monozyten in den tubulointerstitielen Raum bei
verschiedenen chronischen Nierenerkrankungen, die mit Proteinurie
einhergehen, gezeigt werden, wie bei den Glomerulopathien, der fokalen
Glomerulosklerose und der diabetischen Nephropathie (Mackensen-Haen et
al., 1988; Schmitt, 1987; Bohle 1991). Zudem konnte auch die Aktivierung
von NF-kB in proximalen Tubuluszellen nach Proteiniberladung mit Albumin

in hoch pathologischen Konzentrationen gezeigt werden (Zoja et al., 1998b).

1.3 Der Transkriptionsfaktor NF-kB ist ein wesentlicher Regulator des

inflammatorischen Prozesses

Nuklear Faktor kB (NF-kB) ist ein ubiquitar vorhandener Transkriptionsfaktor
aus der Rel-Familie, der sowohl unter physiologischen wie unter
pathologischen  Bedingungen (z.B. bei chronisch  entzindlichen
Erkrankungen) die Expression verschiedener Genprodukte, einschliel3lich
verschiedener proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a und IL-1b,
Chemokinen, Wachstumsfaktoren, Zelladhasionsmolekulen, induzierbaren
Enzymen wie INOS und COX-2 sowie einzelner akute-Phase-Proteinen
reguliert. Er ist hierdurch an der Initiierung inflammatorischer Vorgange und
dem Entstehen effektiver Immunantworten beteiligt (van den Berg et al.,
2001; Woullaert et al., 2006).

Zu den Aktivatoren von NF-kB zahlt ein breites Spektrum von Mediatoren wie
Zytokinen, Aktivatoren der Protein Kinase C (Trushin et al., 1999), freien
Sauerstoffradikalen, ultravioletter Strahlung und bakteriellen oder viralen
Produkten. Eine unverhaltnismalige Aktivierung von NF-kB bei
verschiedenen inflammatorischen Erkrankungen wie der Autoimmunhepatitis,
Glomerulonephritis und Atherosklerose wurde beschrieben (Barnes and
Karin, 1997).

NF-kB ist als Dimer aufgebaut, das aus den Untereinheiten RelA/p65 (im
weiteren p65 genannt), p50 (abgespalten aus dem Vorlauferprotein p105),
p52, c-Rel oder RelB bestehen kann. Kristalline Strukturen konnten fur

Homodimere gewonnen werden, die aus p50, p52 und p65 bestehen sowie
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fur p65/p50 Heterodimere. In Saugetieren konnten unter den Rel-Proteinen
nur far p65 und c-Rel potente Transkriptions-aktivierende Abschnitte
nachgewiesen werden. Fur Dimere, die lediglich aus Rel-Proteinen ohne
Transkriptions-aktivierende Abschnitte, wie p50, bestehen, wird eine
Transkriptions-hemmende Aktivitdt angenommen. Fur die verschiedenen
Dimere konnten unterschiedliche physiologische Funktionen nachgewiesen
werden, wobei sich lediglich p65 als Uberlebensnotwendig erwies. Erstmalig
beschrieben wurde NF-kB als p65-p50 Dimer; da dieser Komplex zudem in
den meisten Zelltypen am weitesten verbreitet ist, wird er von vielen Autoren
als der prototypische betrachtet (Baeuerle, 1998; Gomez-Garre et al., 2001,
Rogler et al., 1998, Karin et Ben-Neriah, 2000). In unserer Studie wurde die
MRNA- und Proteinexpression dieser prototypischen Untereinheiten p50 und
p65 untersucht.

NF-kB liegt im Zytosol als inaktive Form an inhibitorische Proteine (IKB)
gebunden vor. Nach Aktivierung des Transkriptionsfaktors kommt es zu einer
raschen Phosphorylisierung von |IkB durch das Enzym |kB-Kinase (IKK),
gefolgt von der Polyubiquinisation (Baeuerle, 1998; Wullaert et al., 2006) und
der anschlieBenden Degradierung des Proteins durch Proteasomen
(Baeuerle, 1998; Li et al., 1999). Es folgt die Translokation des hierdurch
unmaskierten Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern, wo er sich an
seine Zielstrukturen in regulatorischen DNA-Abschnitten anlegt. Hiervon
abhangig erfolgt die Transkription der oben aufgefuhrten Genprodukte.

IkB wird nach der Degradierung rasch nachsynthetisiert und kann nach
Translokation in den Zellkern NF-kB von der DNA I6sen. Der inaktive NF-kB-
IkB-Komplex wird in das Zytosol rlucktransportiert, womit sich der
Aktivierungs-/ Inaktivierungszyklus schlie3t (Baeuerle, 1998) (Fig. 1).
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Fig. 1. Schematische Darstellung der inflammatorischen Regulation durch NF-kB. Aktivierung
kann durch eine Vielzahl inflammatorischer Signale geschehen, es folgt die koordinierte
Expression der Gene verschiedener Zytokine, Chemokine, Enzyme und Adh&sionsmolekiile.
TNF-a flhrt zu einer positiven Feedback-Schleife

(nach Barnes and Karin, 1997)

1.4 Das zentrale proinflammatorische Zytokin TNF-a wird durch NF-kB

reguliert

Ein wesentliches proinflammatorisches Zytokin, dessen Expression durch NF-
KB reguliert wird, ist der Tumornekrosefaktor a (TNF-a). TNF-a fordert seine
eigene Transkription durch Aktivierung von NF-kB. Er st ein
proinflammatorisches Zytokin, das unter anderem mit dem septischen
Schock, Ischamie-Reperfusions-Verletzung und Endorganschaden assoziiert
ist (Donnahoo et al., 1999; Meldrum and Donnahoo, 1999). Bei der Infiltration
peripherer Granulozyten in glomerulare Mesangiumzellen und renale
Tubuluszellen wurde die renale Produktion von TNF-a beschrieben (Giroir et
al., 1992; Kita et al., 1993). In der Niere wird TNF-a auch als Antwort auf
oxidativen Stress, Endotoxine, Interleukin oder TNF-a selbst produziert

(Meldrum and Donnahoo, 1999; Boswell et al., 1994; Donnahoo et al., 2001;
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Kita et al., 1993; Meldrum and Donnahoo, 1999; von Schnakenburg et al.,
2002). Durch TNF-a wird dabei die transepitheliale Permeabilitat erhoht, die
Apoptose gefordert und tubuldre Nekrose induziert (Donnahoo et al., 1999;
Meldrum and Donnahoo, 1999; Mullin et al., 1992b; Tveito et al., 1989).

1.5 Protein Kinase C und Tyrosin Kinasen sind Regulatoren
zytoplasmatischer Signaltransduktionswege in verschiedenen
pathologischen Prozessen

Die Kalzium- und Phospholipid abhangige Serin- / Threoninkinase Protein
Kinase C ist ein in mehreren Isoformen vorliegendes zytoplasmatisches
Enzym, dass an einer hohen Anzahl von Signaltransduktionsprozessen
beteiligt ist, wobei es unter anderem eine kritische Rolle bei der Regulierung
von Proliferation, Differenzierung und Apoptose verschiedener Gewebe
einnimmt (Hoffmann et al., 1997). Die Aktivierung der Protein Kinase C wurde
mit Hyperfiltration der Niere, Verdickung der Basalmembran und
Glomerulosklerose in  Verbindung gebracht (Koya D et al 1998).
Bisindolylmaleimid (BIM), ein Abkommling des nicht spezifischen Protein-
Kinase-Inhibitors Staurosporin stellt einen selektiven Inhibitor der Protein
Kinase C dar (Wilkinson et al., 1993).

Tyrosin Kinasen sind an einer Vielzahl von pathophysiologischen Prozessen
einschlieBlich verschiedener inflammatorischer Prozesse beteiligt. Unter
anderem konnte im Rattenmodell die IL-1b-vermittelte Aktivierung
induzierbarer NO-Synthase in Mesangiumzellen gezeigt werden (Toshifumi
1995). Die Tyrosin Kinase kann spezifisch durch Herbimycin A gehemmt
werden (Uehara et al., 1991).

Sowohl fur Protein Kinase C als auch fur Tyrosin Kinase konnte in Zellen der
Opposum-kidney (OK)-Zelllinie ein regulatorischer Effekt auf die spate Phase
der Endozytose von Albumin gezeigt werden, wobei sowohl eine Stimulierung
der Protein Kinase C wie auch der Tyrosin Kinase zu einer Verminderung der
Netto-Aufnahme von Albumin in die Zelle fuhrt (Gekle et al, 1995; Gekle et al,
1997; Gekle, 1998).



1.6 Ziel der Studie

Die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren mit nachfolgender Expression
fibrinogener Zytokine und Chemokine und daraus resultierende
tubulointerstitielle Schaden im Zusammenhang mit massiver
Proteinuberladung und hohen pathophysiologischen Konzentrationen von
Albumin im glomerularen Filtrat konnte im Vorfeld unserer Arbeit in mehreren
Studien sowohl in vitro wie in vivo gezeigt werden (Gomez-Garre et al., 2001;
Mezzano et al., 2001; Morigi et al., 2002). Im Gegensatz zu den dabei
untersuchten Konzentrationen liegt die physiologische Konzentration von
Albumin im glomerularen Filtrat im Bereich nur einiger mg pro Liter (Drumm et
al., 2001; Tojo and Endou, 1992). Die Auswirkungen von Albumin in
physiologischen bis niedrig pathophysiologischen Konzentrationen auf
proximale Tubuluszellen in Bezug auf potentiell relevante inflammatorische
und fibrinogene renale Pathomechanismen sollten in der vorliegenden Studie
erstmalig untersucht werden. Dies war deshalb von Interesse, weil Albumin in
vivo in frGhen Stadien des glomerularen Schadens (mit nur leicht erhOhter
Proteinfiltration) zu einer nur leichten Erhohung der proximal tubularen
Albuminkonzentration fuhrt (Remuzzi, G. et Bertani, T.,1998).

Ziel der Studie war es zu untersuchen, i) ob gering erhohte
Albuminkonzentrationen die Expression von NF-kB induzieren konnen, ii) ob
eine gering erhohte Albuminkonzentration zu weiteren proinflammatorischen
Signalen in proximalen Tubuluszellen fuhrt und iii) in wie weit Protein Kinase
C und Tyrosin Kinase diesen pathophysiologischen Prozess regulieren.
Hierfar fuhrten wir zum Nachweis NF-kB-spezifischer messenger
Ribonukleinsaure (MRNA) Untersuchungen mit der Reversen Transkriptase —
Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) und zum Nachweis NF-kB-Proteins
Western-Blot-Analysen durch. Zudem wurden TNF-a-spezifische RT-PCR-
Untersuchungen durchgefuhrt. Die Untersuchungen erfolgten nach Exposition
der verwendeten Zellen mit Albumin in Konzentrationen von 50 oder 500mg/I
BSA, zum Teil in Anwesenheit spezifischer Inhibitoren der Protein Kinase C
und Tyrosin Kinase. Diese Konzentrationen wurden reprasentativ fur eine

nahezu physiologische beziehungsweise pathophysiologische Situation



gewahlt, wie sie im oben beschriebenen frihen Stadium des glomerularen
Schadens vorkommen (Gekle, 1998, Drumm K et al, 2001).

In der vorliegenden Studie wurde die IHKE-1-Zelllinie als Zellmodell benutzt
(Tveito et al., 1989), da diese Zelllinie die endozytotische Aufnahme von
FITC-markiertem Albumin als eine charakteristische Eigenschaft renaler
proximaler Tubuluszellen zeigt (Drumm et al., 2001).



2. Material und Methoden

2.1 Methoden

2.1.1 Zellkultur IHKE-1-Zellen

Die immortalisierten Human Epithelial Kidney-1 Zellen (IHKE-1) wurden
freundlicherweise von Dr. Mollerup (Institut fur Toxikologie, Oslo, Norwegen)
zur Verfugung gestellt. Als Kulturmedium wurde DMEM/Ham F12 mit einem
pH-Wert von 7,4 verwendet. Die Zellen wurden im Inkubator in
Zellkulturflaschen von Falcon Uber sechs Tage in einer 37°C, 95 % Luft, 5 %
COz2-Atmosphare zu einem konfluentem Monolayer kultiviert. Das Wachstum
wurde regelmalig mikroskopisch kontrolliert. Konfluente Monolayer wurden
einmal pro Woche durch die Zugabe von EDTA-LOsung zur Bindung von
Ca*-lonen aus dem Extrazellularraum aus den Kulturflaschen geldst, gefolgt
von 10minitiger Trypsinierung (mit Trypsin 0.25 g/l) in Ca®*- and Mg**-freier,
EDTA-haltiger Ringerldsung und anschlieBendem vorsichtigen Schatteln.
Zugabe von Kulturmedium stoppte die Trypsinwirkung, um die Zellen nach
dem LoOsen aus der Flasche nicht zu schadigen. Etwa 1/10 der Zellen wurde
zur Anlage der nachsten Passage in eine neue Zellkulturflasche Uberfuhrt, die
Ubrigen Zellen wurden zur Durchfihrung der Versuche auf Petrischalen
ausgesat. Hierfur wurde die Zelllosung mehrmals sorgfaltig mit einer Pipette
suspendiert, um die einzelnen Zellen weitgehend voneinander zu I6sen. Zu
den frisch aufgebrachten Zellen wurde erneut DMEM HAM F12 als
Nahrmedium zugegeben.

2.1.2 Ablauf der Experimente

Zur Frage, ob Albumin in niedrigen Konzentrationen die Expression von NF-
KB induzieren kann, wurden IHKE-1 Zellen mit bovinem Serumalbumin (BSA)
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in einer Konzentration von 50 mg/l (in HEPES pH 7,4 bei Raumtemperatur)
bzw. 500 mg/l (in HEPES pH 7,4 bei Raumtemperatur) Uber 90 Minuten
exponiert und die Menge produzierter NF-kB-mRNA wie unten beschrieben
semiquantitativ bestimmt. Zur Durchfuhrung der Versuche wurden die Zellen
auf die pro Versuchsanordnung notwendige Anzahl von Petrischalen
aufgebracht und in der oben aufgefuhrten Atmosphare bis zur Ausbildung
eines konfluenten Monolayers uber 4-5 Tage inkubiert. Konfluenz ist
Voraussetzung fur die Versuche, da sich erst durch Ausbildung der Zell-Zell-
Kontakte die vollstandige Differenzierung der Zellen herausbildet. Vor
Durchfuhrung der Experimente wurden die Zellen nach der Ausbildung des
Monolayers zunachst uber 48 Stunden in Serum-freiem Medium (MEM, siehe
unten) gehalten. Hierdurch wurden die Zellen in die gleiche Phase des
Zellzyklus synchronisiert.

Vor Durchfuhrung der Albuminexpositionsexperimente zur RT-PCR wurden
die Zellen 3x sauer gewaschen (HEPES pH 6,0) und anschlielend wie oben
beschrieben Uber 90 Minuten mit BSA exponiert.

Zur Negativkontrolle wurde in jedem Versuchsansatz eine Petrischale mit
BSA-freiem HEPES-Ringer (pH 7,4), zur Positivkontrolle eine Petrischale mit
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), einem Superinducer von NF-kB in
einer Konzentration von 2 yM in HEPES-Ringer (pH 7,4) exponiert.

Um den Einfluss von Protein Kinase C und Tyrosin Kinase auf die Induktion
von NF-kB zu untersuchen wurde ein Teil der Experimente in Anwesenheit
des Protein-Kinase-C-Inhibitors BIM in einer Konzentration von 200 nmol/I
beziehungsweise des Tyrosin-Kinase-Inhibitors Herbimycin A in einer
Konzentration von 1 ymol/l durchgefuhrt.

Um weiterhin die Hypothese zu Uberprifen, ob Albumin inflammatorische
Pathomechanismen in proximalen Tubuluszellen induziert, wurde die TNF-o-
spezifische mRNA-Expression als mit der NF-kB Aktivitat assoziiertem
biologischem inflammatorischem Parameter analysiert. Nach 90minutiger
Inkubation der Zellen mit 50 beziehungsweise 500 mg/| BSA wurde die TNF-
a-spezifische mMRNA-Expression durch semiquantitative RT-PCR analysiert.
Um die Induktion der Proteinexpression von NF-kB durch Albumin und den
Einflusses der Protein Kinase C und der Tyrosin Kinase auf die Albumin-
induzierte NF-kB Protein-Expression zu Uberprifen, wurden IHKE-1-Zellen
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uber 12 Stunden mit BSA in Konzentrationen von 50 beziehungsweise 500
mg/l exponiert, teils unter Zugabe der spezifischen Inhibitoren BIM in einer
Konzentration von 200 mmol/l beziehungsweise Herbimycin A in einer

Konzentration von 1 ymol/l.

2.1.3 Detektion von NF-kB-, TNF-a- und B-Aktin-spezifischer mRNA in
IHKE-1-Zellen

Nach 90minuatiger Inkubation der IHKE-1-Zellen mit BSA in Konzentrationen
von 50 beziehungsweise 500 mg/l +/- 200 nmol/l BIM oder 1umol/l
Herbimycin A wurde die Menge von NF-kB (p105 = Vorlaufer des p50)- und
TNF-a-spezifischer mRNA durch semiquantitative RT-PCR bestimmt. Nach
Voruntersuchungen zeigte sich nach diesem Inkubationszeitraum ein stabile
maximale Expression der TNFa-spezifischen mRNA (Daten nicht gezeigt).
Um die Menge an exprimierter spezifischer mRNA auf einen Standard
normalisieren zu kdnnen, wurde gleichzeitig die Expression des konstitutiv
exprimierten Proteins [-Aktin gemessen und als endogener Standard der

MRNA-Expression der Zellen verwendet.

2.1.4 RNA-Extraktion

Die vollstandige RNA der in den Experimenten verwendeten |IHKE-1-Zellen
wurde nach der von Chomzinsky und Sacchi beschriebenen Methode der
Phenol-Chloroform-Fallung extrahiert (Chomczynski P, Sacchi N, 1987). Die
Zellen wurden mit 1ml Trizol pro 10 cm? Zellrasen lysiert und das entstandene
Lysat mit der Pipette aufgenommen. Das Trizol-Reagenz ist ein kommerziell
erhaltliches Reagenz zur RNA-Extraktion und besteht aus Phenol zur Protein-
und Nukleinsaurefallung, Guanidiniumisothiocyanat zur Zelllysierung und
Natriumacetat zur Pufferung im Sauren. Das Lysat wurde 20 Sekunden mit
der Vortex-Maschine geschuttelt, um die Nukleoproteinkomplexe zu I6sen

und anschlielfend Uber 5 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. Danach
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erfolgte die Fallung der Proteine und Nukleinsauren mit Chloroform und
anschlieende Zentrifugation bei 12000 rpm udber 15 Minuten zur
Phasentrennung, durch die sich das Homogenisat in eine untere, organische
Phenol-Chloroform-Phase, eine hautchenartige Interphase und eine obere,
klare, wassrige Phase auftrennen lies. Die untere, organische Phase und die
Interphase enthalten Proteine und DNA, die wassrige Phase die Gesamt-
RNA. Die wassrige Phase mit der enthaltenden Gesamt-RNA wurde in ein
neues Reaktionsgefald uberfuhrt und im Verhaltnis 1:1 in Isopropanol
aufgenommen. Nach kurzem Schutteln mit der Vortex-Maschine wurde der
Ansatz Uber 60 Minuten bei -20°C ausgefallt und Uber 15 Minuten bei 4°C
und 12000 rpm zentrifugiert, wodurch sich ein gelblich-trubes RNA-Pellet
bildete. Dieses wurde mit 1 ml 75 %-igem Ethanol gewaschen, durch eine
weitere 20-minutige Zentrifugation bei 4°C und 12000 rpm getrocknet und in

ca. 30 ml Aqua bidest. aufgenommen.

2.1.5 Quantitative RNA-Bestimmung

Um bei jeder in der Folge durchgefuhrten PCR die gleiche Ausgangsmenge
an eingesetzter mRNA garantieren zu konnen, war es notwendig, die Menge
der im einzelnen Experiment gewonnenen RNA zu bestimmen. Dazu wurde
die optische Dichte einer 1:50 verdinnten Probe in einer Quarzkuvette
photometrisch bestimmt (Spekol-UV-VIS, Fa. ZEISS). Das
Absorptionsmaximum von Nukleinsauren liegt bei 260 nm. Eine OD (optische
Dichte)-Einheit bei 260 nm entspricht in etwa 30 pg RNA, daraus errechnet
sich die RNA-Konzentration folgendermalien:

0OD260 x Verdinnung x 30 = [ug RNA / ml]
Setzt man die OD260 in Relation zur OD280, so lasst ein Quotient

0OD260/0D280 von 1,8 - 2,0 auf saubere RNA-Isolationsproben schliel3en
(Mulhardt,2009).
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2.1.6 RT-PCR

Zur Umwandlung von mRNA in Desoxyribonukleinsaure (DNA) und daran
anschlieender exponentieller Vermehrung der gewonnenen DNA wurde die
Methode der RT-PCR (Reverse Transkriptase — Polymerase Chain Reaktion)
eingesetzt. Die RT-PCR wurde mit dem kommerziell erhaltlichen Superscript
One-Step RT-PCR System von Gibco (Gibco BRL, Deutschland)
durchgefuhrt.

In einem ersten 30minudtigen Schritt bei 45°C wird mittels der aus dem
Bakterium Thermophilus aquaticus gewonnenen reversen Transkriptase
cDNA komplementar zu der im Ansatz eingebrachten mRNA synthetisiert;
diese wird in mehreren darauf folgenden Zyklen exponentiell vermehrt, wobei
sich in jedem einzelnen Zyklus die zu Anfang des Zyklus vorhandene DNA
nahezu verdoppelt. Nacheinander werden in jedem Zyklus die Schritte
Denaturierung, Annealing (Anheften der Oligonukleotid-Primer) und
Extension durchlaufen. In der ersten Phase (Denaturierung; 15 Sekunden bei
94°C) trennt sich die gegenlaufige Doppelstrang-DNA thermisch induziert in
zwei Einzelstrange auf, an die sich im zweiten Schritt (Annealing; 30
Sekunden bei 55°C) zunachst die Primer, kurze Abschnitte von
komplementarer DNA, an ihre jeweiligen Zielstrukturen auf der DNA binden.
Im letzten Schritt (Extension; 60 Sekunden bei 68°C) werden die Primer
durch das Enzym Polymerase mit im Reaktionsansatz vorhandenen
einzelnen Nukleotiden verlangert, so dass neue doppelstrangige
Teilabschnitte der gewunschten Ziel-DNA synthetisiert werden.

Um ein Eintreten in den Sattigungsbereich (log-Phase) der PCR zu
vermeiden, in der die Ergebnisse nicht mehr vergleichbar sind, wurden vor
Beginn der Experimente Testreihen mit unterschiedlicher Anzahl von PCR-
Zyklen (0, 18, 21, 24, 26 und 28 Zyklen) durchgefuhrt; eine Zyklenzahl von
24 erwies sich als optimal. Anschlie3end fuhrten wir auch eine Testreihe mit
unterschiedlichen Mengen an initial eingesetzter mRNA (0; 0,5; 1; 1,5; 2mg
extrahierter IHKE-1-Zell-mRNA) durch. Die am besten interpretierbaren Werte
zeigten sich bei 0,5mg initial eingesetzter mMRNA.

Bei allen Experimenten wurde eine Kontroll-PCR ohne cDNA durchgefuhrt,

um Verunreinigungen auszuschlie3en.
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Um die unerwunschte Amplifikation genomischer DNA zu vermeiden wurden
Primer verwendet, die in der genomischen DNA durch ein Intron getrennt

sind.

Primer-Sequenzen:

NF-kB:

57 5-AGT CAG ATT TCC TCC GAA GC-3’
3:5- ATA GCA CTG GCA GCT TCA CA-3°

TNF-a:
5:5-GAG TGA CAA GCC TGT AGC CCA TGT TGT AG-3°
3:5-GCA ATG ATC CCA AAG TAG ACC TGC CCA GA-3°

B-Aktin:
5" 5"-TCC TGT GGC ATC CAC GAA ACT-3’
3 5"-GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT-3’

2.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Produkte der RT-PCR wurden mittels der Agarose-Gelelektrophorese der
GroRe nach aufgetrennt. Um ein 1%-iges Agarosegel zu erhalten, wurden
0,6g Agarosepulver in 60 ml 0,5xTBE-Puffer geldst. Zur Beschleunigung
dieses Prozesses wurde das Gemisch in einem Erlenmeyerkolben etwa eine
Minute in einem Mikrowellenofen erhitzt, ohne den Siedepunkt zu erreichen.
AnschlielRend wurde das flussige Agarosegel in eine Gelkammer gegossen
und hartete durch Abkuhlen aus. Durch das Einbringen eines Gelkamms in
das flussige Gel wurden Taschen geschaffen, in die nun 10yl der
aufzutrennenden Proben eingebracht werden konnten. Ein in die erste
Geltasche eingebrachter DNA-Langenstandard lie3 Ruckschlusse auf die
Lange der in die anderen Taschen eingebrachten Proben zu. Die

Auftrennung der Proben erfolgte durch Elektrophorese bei 80mv in Tris-
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Acetat-EDTA-Puffer als Ladepuffer und fuhrte nach 60 Minuten zu einer
ausreichenden Auftrennung der DNA-Fragmente.

Um die DNA zur Auswertung optisch darzustellen wurden dem Ladepuffer
der Gelkammer 10 pl Ethidiumbromid beigefligt, welches sich an die DNA
anlegt und im UV-Licht orangefarben fluoresziert, wodurch diese im UV-
Transluminator als Bande erkenntlich wird.

Zur Dokumentation wurden die Gele im UV-Transluminator mit einer Polaroid
Sofortbildkamera fotografiert; anschlieRend wurden die Gele gesondert im
Ethidiumbromidmull entsorgt.

2.1.8 NF-kB spezifische Western-Blot-Analyse

Um die Ergebnisse der Experimente auf Proteinebene zu verifizieren wurde
die Western-Blot-Analyse durchgefuhrt. IHKE-1-Zellen wurden zu voller
Konfluenz kultiviert und nach einem 48stindigem Intervall in Serum-freiem
Medium (MEM, siehe unten) mit 50 beziehungsweise 500 mg/l BSA +/- 200
nmol BIM oder 1pmol Herbimycin A fur bis zu 12 Stunden inkubiert,
anschlielend lysiert und das gewonnene Gesamtprotein in Laemmli Puffer
gelost. Nach Auftrennung des Proteins in Einzelfraktionen durch SDS-Gel-
Elektrophorese und Ubertragen des Proteins auf Nitrozellulosemembran
inkubierten wir mit Erstantikorpern gegen die p50- sowie die p65-Untereinheit
von NF-kB, die in einem zweiten Schritt durch Inkubation mit einem an das
Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelten Zweitantikdrper detektiert werden
konnten. Durch Umsetzen des ECL-Reagenzes  durch die
Meerrettichperoxidase entsteht Emission von Luminiszenz, die einen
aufgelegten Rontgenfilm belichtete und so die antigengekoppelten
Proteinprobenbanden semiquantitativ sichtbar machte.
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2.1.9 Gewinnung des Gesamtproteins aus IHKE-1-Zellen

IHKE-1-Zellen wurden zu voller Konfluenz kultiviert und nach einem
48stundigen Intervall in Serum-freiem Medium (MEM, siehe unten) mit 50
beziehungsweise 500 mg/l BSA +/- 200 nmol BIM oder 1umol Herbimycin A
Uber 12 Stunden inkubiert. Nach Abschluss der Inkubation wurden die Zellen
zweimalig auf Eis bei 4° C mit PBS gewaschen, anschlieRend mit
Zelllysepuffer unter Verwendung eines Zellscrapers aus den Schalen gelost
und lysiert und anschlieend mit 13000 rpm uber 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in frische Tubes zur anschlieBenden Proteinbestimmung

uberfuhrt, das verbliebene Zellpellet verworfen.

2.1.10 Bestimmung des Proteingehaltes mittels BCA-Test

Zur Normierung der im Western Blot eingesetzten Proteingesamtmenge
wurde der Proteingehalt der Proben nach der BCA-Methode bestimmt. Der
Nachweis beruht darauf, dass Proteine mit Cu?*’lonen in alkalischer Lésung
einen Komplex bilden (Biuret-Reaktion). Die Cu®**-lonen dieses Komplexes
werden zu Cu+-lonen reduziert, die mit Bichinon-Saure (BCA) einen violetten
Farbkomplex bilden. Die Absorption dieses Farbkomplexes wird bei 560 nm
gemessen. Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden jeweils 15 pl der
Probe in eine Vertiefung einer 96-well-Platte pipettiert und mit 300ul des
BCA-Reagenz gemischt. Die Proben wurden uber 30 Minuten bei 37°C im
Wasserbad inkubiert und anschlieRend bei einer Wellenlange von 560nm im
Victor2-Counter gemessen. Mittels einer Eichkurve mit Testldsungen, die
standardisierte Proteinkonzentrationen enthalten, wurde der Proteingehalt der
Proben bestimmt.
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2.1.11 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur  Auftrennung der Proteine wurde die Sodiumdodecylsulfat
(Natriumdodecylsulfat)-Polyacrylamidgelelektrophorese durchgefuhrt. Durch
das SDS werden die Proteine denaturiert und die Aminosaureladungen durch
generelle Negativierung maskiert, wodurch die Auftrennung des
Proteingemisches in der Elektrophorese nur in Abhangigkeit von Gré3e und
Masse, jedoch nicht von der elektrischen Ladung erfolgt.

Nach vermischen der Substanzen des 11%igen Trenngels wurde dieses in
die vorbereitete Gelkammer pipettiert; nach Ausharten wurde in gleicher
Weise das 3%ige Sammelgel auf das Trenngel gegeben und ein Gelkamm
eingebracht, um die zur Einbringung der Proben ndétigen Taschen zu
schaffen. Nach Aushartung wurde das Gel in das Elektrophoresegerat
(Biorad) eingebaut. Nach Vermischung von 30ug totalem Protein mit
Probenpuffer im Verhaltniss von 1:4 und Erhitzen auf 95° C Uber 10 Minuten
zur Denaturierung, um Sekundar- und Tertiarstrikturen durch Unterbrechen
der Wasserstoffbricken aufzurechen, wurden die Taschen mit dem Proben /
Probenpuffergemisch beladen. Eine separate Tasche wurde mit Biorad
prestained SDS-PAGE Standard Low Range Leiter zur Skalierung der
MassengrofRe beladen. Zum Sammeln der Proteine lief das Gel zunachst
uber 30 Minuten bei 220 V / 10 mA, zur Auftrennung wurde der Stromfluss im
Anschluss uber 90 Minuten auf 220 V / 20mA erhoht.
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2.1.12 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembran

Zur Ubertragung der Proteinbanden auf Nitrozellulose wurden 6 Whatmann-
Papierschichten in Transferpuffer equilibriert und jeweils 3 auf die beiden
Grafitflachenelektroden des Blottinggerates gelegt. Zwischen die Filterpapiere
wurde eine Nitrozellulosemembran auf das SDS-Gel so aufgelegt, dass die
negativ geladenen Proteine durch die anschlieBend uber 60 Minuten
angelegte Spannung bei einem Stromfluss von 2mA/cm? aus dem Gel in
Richtung der Kathode auf die Nitrozellulosemembran transferiert wurden.

2.1.13 Proteinmarkierung mit Antikorpern

Durch Vorinkubation mit Blockierlosung Uber 2 Stunden wurden
unspezifische Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran abgesattigt.
Anschlielend wurde die Nitrozellulosemembran zunachst einmalig mit
PBS/Tween 0,05% Uber 15 Minuten und zweimalig mit PBS/Tween 0,05%
Uber jeweils 5 Minuten gewaschen. AnschlieBend wurde mit den
Erstantikbrpern  gegen  humanes NF-kB  p50 und p65 in
Antikorperverdinnungslosung (1:1000) Uber 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang wie oben beschrieben
erfolgte die Inkubation mit dem Zweitantikorper 1:20000 verdinnt Uber 1,5
Stunden bei Raumtemperatur. Durch erneute Waschung wurden
Uberschussige Antikorper entfernt.

2.1.14 ECL-Detektion

Die Detektion der Zweitantikdrper fand im Fotolabor bei Rotlicht statt. Die
Nitrozellulosemembran wurde Uber 60 Sekunden mit ECL-Reagenz (70
ug/cm?) befeuchtet und anschlieRend in handelsiibliche Frischhaltefolie
eingeschlagen. Anschlie3end wurde die Membran mit leichtem Druck in einer
Photoplatte einem Rontgenfiim angelegt. Die mit dem Zweitantikorper
konjugierte Meerrettichperoxidase katalysiert die Umsetzung des ECL-

Reagenz, wodurch im Bereich der Antikorper-markierten Proteinbanden eine
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Luminiszenz entsteht, die den Ro&ntgenfim an den entsprechenden
anliegenden Stellen belichtet. Belichtung fand uber 30 Sekunden bis 10
Minuten statt. Nach Entwicklung und Fixierung fanden sich die mit den
Antikorpern gegen p50 wund p65 markierten Proteinbanden der
Nitrozellulosemembran als schwarze Banden auf dem Rontgenfilm
abgebildet.

2.1.15 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit der Prophet 5.0 Software durchgeflhrt.

Die Daten wurden auf Normalverteilung Uberpruft und die ANOVA Analyse
gefolgt vom post-hoc-Vergleich der Mittelwerte durchgefuhrt.

Zur semiquantitativen Analyse der PCR-Ergebnisse und der Western Blot-
Ergebnisse wurden die Rohdaten mit einem optischen Scanner (Canon)
eingescannt und zur Normalisierung in Prozentanteile der internen
Kontrollwerte fur jedes Experiment transformiert. Fur die PCR-Ergebnisse
wurden die Ergebnisse an B-Aktin als Standard fur die totale RNA-Beladung
angeglichen.

Die Daten wurden als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben. P-

Werte von p<0,05 wurden als signifikant angesehen.
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2.2. Materialien und Kulturmedien

2.2.1 Zellkultur

Zellen: IHKE-1 (Immortalized Human Epithelial Kidney-1) Zellen wurden
freundlicherweise von Dr. Mollerup (Institut fur Toxikologie, Oslo, Norwegen)
zur Verfugung gestellt.

MEM minimal essential medium mit Earl’s Salzen und 24 mmol/l NaHCO3:
GibcoBRL™ Life Technologie™ (Karlsruhe, Deutschland)

Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM) HAM F12: MEM erganzt durch
124 mmol/l HCO3J', 5,37 g/l HEPES, 5 mg/l human apo-transferrin, 5 mg/l
(bovines) Insulin, 36 pg/l Hydrokortison, 10 pg/l Maus EGF, 5 pg/l Na-Selenit,
10 % (vol/vol) fetalem Kalberserum von Biochrom (Berlin, Deutschland)
Bovines Serumalbumin (BSA): Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Morpholinopropansulfonsaure (MOPS): von Serva (Heidelberg, Deutschland)

EDTA-L6sung: 0,54 mM EDTA in PBS, EDTA: Merck (Darmstadt,
Deutschland)

Trypsin-Losung: 0,25% Trypsin in EDTA-L6sung: Serva (Heidelberg,
Deutschland)

Bisindolylmaleimid | (BIM): Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

Herbimycin A : Alexis (Grunberg, Deutschland)

Ubrige Chemikalien von Merck (Darmstadt, Deutschland)
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Zellkulturflaschen, Petrischalen, Falcon-Rohrchen (15 und 45 ml): Falcon
Betcon Dickinson Labware (Franklin Lakes, NJ, USA)

BCA- Proteinbestimmung:
BCA-Reagenz: Die Reaktionslosung wurde vor jeder Proteinbestimmung aus
je 50 Teilen Reagenz A mit einem Teil Reagenz B gemischt.

Reagenz A von der Firma Interchem (Montlucon Cedex, Frankreich)
Reagenz B ist CuSO4 und wurde in unserem Labor selbst hergestellt.

2.2.2 RNA-Extraktion

Samtliche fertig gekaufte Losungen, separat oder im Kit gekauft, waren steril
und RNAse frei.

Trizol: Reagenz zur RNA-Extraktion: GibcoBRL™ Life Technologies™
(Karlsruhe, Deutschland)

Chloroform, Ethanol: Sigma (Deisenhofen, Deutschland)

2.2.3 RNA-Messung

Photometer Spekol-UV-VIS, Fa. ZEISS (Jena, Deutschland)

2.24PCR

Samtliche fertig gekaufte Losungen, separat oder im Kit gekauft, waren steril
und RNAse frei.
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PCR-Reaktionsgefalle: Biozym, Diagnostics GmbH (Hess Oldendorf,
Deutschland)

Oligonukleotid Primer: MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland)

Ethidiumbromid Stammlosung: 10 mg/ml Ethidiumbromid in Aqua bidest,
steril filtriert und bei 4°C dunkel gelagert.

TAE-Stammlosung (50x): 242 g/l Tris-Base, 57,1 ml/I Eisessig, 100 ml/l 0,5 M
EDTA, pH 8,0, autoklaviert

Molekularer Gewichtsmarker: Roche (Grenzach / Whylen, Deutschland)
TBE-Stammloésung (10x): 1 M Tris-Borat, pH 8,3; 20 mM EDTA, autoklaviert

PBS-Stammlosung (10xPBS): 80 g/l NaCl, 2 g/l KCI, 14,42 g/l Na;HPO,, 2 g/l
KH2PO4

SuperScript Tag Mix™, Reaction Mix fir PCR: GibcoBRL™ Life

Technologies™, (Karlsruhe, Deutschland)
Agarose: Serva (Heidelberg, Deutschland)
Progene Thermocycler: Techne (Cambridge, Grol3britannien)

UV-Transilluminator: Biometra GmbH (Gottingen, Deutschland)

2.2.5 Western Blot

Zelllysepuffer: 1% Triton 100, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM Mercaptoethanol in
PBS

Transferpuffer: 25 mmol/l Tris-Base, 150 mmol/l Glyzin, 10 % Methanol
22



Antikorper-Verduinnungslosung: 0,05% Tween 20, 5% BSA in PBS
Laufpuffer: 3,1g Tris-Base, 1,0g SDS, 14,4g Glycin auf 1 | H,O
SDS-PAGE-Gel:

Trenngel: 12 % Acrylamid, 0,32 % Bisacrylamid, 375 mM TRIS, 0,5 mM

TEMED, 0,1 % SDS, 0,05 % Ammoniumpersulphat (APS), pH 8,8

Sammelgel: 5 % Acrylamid, 0,13 % Bisacrylamid, 125 mM TRIS, 1 mM
TEMED, 0,1% SDS, 0,05 % Ammoniumpersulphat (APS), pH 6,8

Acrylamid, Bisacrylamid und Temed von Amresco® (Solon, Ohio, USA)

Natriumdodecylsulfat: Serva (Heidelberg, Deutschland)

Laemmli-Puffer: 60 nmol/l Tris, pH 6,8, 10% Glycerol, 2% SDS, 100 mmol/|
DTT und 0,01% Bromophenolblau

Bromphenolblau-Ladepuffer: 50% Glyzerin, 1% Bromphenolblau, 1%
Xylencyanol, 1 mM EDTA, sterilfiltriert und bei -20° C gelagert.

SDS-Laufpuffer: 1 g/l SDS, 3,1 g/l TRIS-HCI, 11,4 g/l Glyzin, pH 8,3

Nitrozellulosemembran, Gel-Blot-Papier: Schleicher & Schull (Dassel,
Deutschland)

Blockierlosung: 5% fettfreies Magermilchpulver in 0,1% TWEEN 20 in PBS

Waschpuffer: 0,005% Tween20 in PBS

Western Blot Antikorper: Antikorper gegen NF-kB p50: #H-199, NF-kB p65:
#H286: Santa Cruz Biotechnology Inc (Heidelberg, Deutschland)
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Anti-Kaninchen-Zweit-Antikorper von Jackson ImmunoResearch

Laboratories, Inc., Dianova (Hamburg, Deutschland)

ECL-Reagenz (Enhanced chemoluminiscence), bestehend aus zwei
Reagenzien (Losung 1 und 2): Test-Kit der Firma Amersham Life Sciences
(Buckinghamshire, GroRbritannien)

Hyperfilm ECL: Amersham Life Sciences (Buckinghamshire, Grol3britannien)

Rontgen-Rapid Entwickler und Fixierer: Adefo-Chemie, Nurnberg

Blottinggerate: FastBlot, Biometra (Gottingen, Deutschland)
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3. Ergebnisse

3.1 PCR Experimente

3.1.1 Abhangigkeit des PCR-Produktes von der Zyklenanzahl der PCR
und eingesetzter mRNA-Menge

Um ein Eintreten in den Sattigungsbereich der PCR zu vermeiden, in der
Anderungen der eingesetzten mRNA-Menge nicht mehr zu einer Anderung
der Signalstarke in der PCR fuhren, wurden vor Beginn der Experimente
Testreihen mit unterschiedlicher Anzahl von PCR-Zyklen durchgefuhrt. Dabei
erwies sich eine Zyklenzahl von 24 als optimal, weil im linearen Bereich (Fig.
2). In der im Anschluss durchgefuhrten Testreihe mit unterschiedlichen
Mengen an initial eingesetzter mRNA zeigten sich die am besten
interpretierbaren Werte bei 0,5mg initial eingesetzter mRNA.

R - actin
(306 bp)

NF- kB
(350 bp)
M 0 18 21 24 26 28 PCR cycles

Fig. 2. NF-xB- und B-Actin spezifische RT-PCR. Die Menge des PCR Produktes
wurde in Abhingigkeit von der Anzahl der Zyklen (0, 18, 21, 24, 26, 28 Zyklen)
beurteilt (initial eingesetzte mRNA Menge 0,5 ng)
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3.1.2 NF-kB mRNA wird in IHKE-1 Zellen durch BSA in Konzentrationen
von 50 bzw. 500 mg/l induziert

Ziel der Studie war es, die Auswirkungen nahezu physiologischer und niedrig
pathophysiologischer Albuminkonzentrationen bezuglich
proinflammatorischer = Mechanismen anhand der Expression des
proinflammatorisch wirksamen Transkriptionsfaktors NF-kB sowie des durch
diesen regulierten proinflammatorischen Zytokins TNF-a zu Uberprufen. Um
den Effekt gering erhohter Albuminkonzentrationen auf die Expression von
NF-kB zu beobachten, wurde die Menge NF-kB-spezifischer mRNA
gemessen. Nach 90minutiger Inkubation mit BSA wurde die Gesamt-RNA
aus den Zellen extrahiert und anschliel3end die PCR mit NF-kB-spezifischen
Primern durchgefuhrt. Die eingesetzten Primersequenzen wurden so gewahlt,
dass sie gegen p105, das priméar transkribierte Vorlauferprodukt von p50
gerichtet waren.

Die Inkubation mit BSA fuhrte, jeweils im Vergleich zur Kontrolle (=100%), bei
einer Konzentration von 50 mg/l zu einem signifikanten Anstieg der NF-«kB-
spezifischen mRNA (p105) auf 144% +/-13%, bei einer Konzentration von
500 mg/l zu einem signifikanten Anstieg von NF-kB (p105) auf 165% +/- 15%.
Das zur Positivkontrolle eingesetzte PMA induzierte einen signifikanten
Anstieg der NF-kB-mRNA-Expression (p105) auf 200% +/- 49% (Fig. 3).
Damit konnte auf mRNA-Ebene gezeigt werden, dass die Inkubation mit
bovinem Serumalbumin in [|HKE-1-Zellen konzentrationsabhangig zur
Expression von NF-kB fuhrt, was einen ersten wichtigen Schritt zur Induktion
und Aufrechterhaltung einer proinflammatorischen Immunantwort auf Albumin

darstellt.
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3.1.3 Der Protein-Kinase-C-Inhibitor BIM und der Tyrosin-Kinase-
Inhibitor Herbimycin A hemmen unabhangig voneinander die Albumin-
induzierte NF-kB-mRNA Produktion

Da Protein Kinase C und Tyrosin Kinase an der Regulation einer Vielzahl
pathologischer Prozesse beteiligt sind, wurde uberpruft, in wie weit die
Induktion der NF-kB-spezifischen mRNA von diesen Signaltransduktoren
abhangig ist. Hierzu wurde ein Teil der Experimente in Anwesenheit
spezifischer Inhibitoren durchgefuhrt. Zur Hemmung der Protein Kinase C
wurde Bisindolylmaleimid (BIM) eingesetzt, das als Abkommling des nicht
spezifischen Protein-Kinase-Inhibitors Staurosporin einen selektiven Inhibitor
der Protein Kinase C dastellt. Herbimycin A wurde als spezifischer Hemmer
der Tyrosin Kinase eingesetzt.

Der nach 90minutiger Inkubation mit BSA in einer Konzentration von 50 mg/l
beobachtete Anstieg der NF-kB-Expression auf 144% +/- 13% wurde durch
BIM in einer Konzentration von 200 mmol/l signifikant auf 113% +/-14% und
von Herbimycin A in einer Konzentration von 1umol/l auf 67% +/-7% inhibiert.
Der nach 90minutiger Inkubation mit BSA in einer Konzentration von 500 mg/I
beobachtete signifikante Anstieg der NF-kB-Expression auf 165% +/- 15%
wurde signifikant durch BIM in einer Konzentration von 200 mmol/l auf 129%
+/- 19% und von Herbimycin A in einer Konzentration von 1umol/l auf 96% +/-
12% inhibiert (Fig. 3).

Durch dieses Experiment konnten wir zeigen, dass die Expression von NF-kB
auf genomischer Ebene in Abhangigkeit sowohl von der Protein Kinase C als

auch der Tyrosin Kinase erfolgt.

27



B-actin NF-xB B-actin NF-xB
(306 bp) (350 bp) (306 bp) (350 bp)

— e

—— s e — | SO Wy W—"
M - 50 50 50 - 50 50 50 500 500 500 500500500 BSA [mg/I]
+ + +  + + o+ + o+
B H B H B H B H
=
-% 300 —
U) I t I
& ——]
a 250
x
)
I T
£8 :
0% 150
= o
TR
Q 100 €I
v
g 60
Z
0

control 500 mg/I 500 mg/l 500 mg/l 3 uM
BSA BSA BSA  PMA
+ +
BIM Herb. A

Fig. 3. Reprasentatives Gel (n = 19) von NF-kB- (p105 = p50 Vorlaufer) beziehungsweise 3-
Aktin-spezifischer RT-PCR und semiquantitative Analyse von NF-kB (p105 = p50 Vorlaufer)-
spezifischer RT-PCR: IHKE-1 Zellen wurden mit BSA in einer Konzentration von 50
beziehungsweise 500 mg/l £ 200 nmol/l BIM oder 1 ymol Herbimycin A tber 90 min exponiert
(M: Molekulargewichtmarker; -: Kontrolle).

500 mg/l BSA induzierte einen signifikanten Anstieg (auf 165% +/- 15%, p<0,05) von NF-kB
(p105), der signifikant durch BIM (auf 129% +/- 19%, p<0,5) und Herbimycin A (auf 96% +/-
12%, p<0,05) inhibiert wurde.

Die Positivkontrolle mit PMA induzierte einen signifikanten Anstieg der NF-kB-mRNA-
Expression (p105) auf 200% +/- 49%
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3.1.4 BSA in einer Konzentration von 500mg/l induziert die mRNA-
Expression von TNF-a in IHKE-1-Zellen

Die Expression proinflammatorischer Zytokine ist wesentliche Vorraussetzung
zur Induktion und Aufrechterhaltung der inflammatorischen Immunantwort.
Das Zytokin TNF-a ist ein zentrales proinflammatorisches Protein, das der
Regulation durch NF-kB unterliegt. Um zu Uberprifen, ob durch Inkubation
mit  bovinem  Serumalbumin  parallel zur  Aufregulierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB auch TNF-a aufreguliert wird, wurde in diesem
Experiment die Expression TNF-a-spezifischer mRNA analog zu den oben
angefuhrten Experimenten Uberpruft.

Inkubation mit 50 mg/l BSA induzierte keinen signifikanten Anstieg der TNF-
a-mRNA-Expression (auf 118% +/- 46%) im Vergleich zur Kontrolle (=100%),
wohingegen 500 mg/l BSA einen signifikanten Anstieg auf 876% +/- 164% im
Vergleich zur Kontrolle bewirkte. Die Positivkontrolle mit 3umol/l PMA fuhrte
zu einem signifikanten Anstieg von TNF-a-spezifischer mRNA auf 2670% +/-
906% im Vergleich zur Kontrolle (Fig. 4).

Die hierdurch gezeigte Expression von TNF-a in IHKE-1-Zellen durch
Inkubation mit bovinem Serumalbumin ist in Zusammenschau mit der
Induktion der Expression von NF-kB ein weiterer Beleg fur die

proinflammtorische Wirkung des Albumins in proximalen Tubuluszellen.
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Fig. 4. Reprasentatives Gel (n = 6) von TNF-a- beziehungsweise B-Aktin-spezifischer RT-
PCR und semiquantitative Analyse von TNF-a-spezifischer RT-PCR: IHKE-1 Zellen wurden
mit BSA (500 mg/l) iber 90 min exponiert (M: Molekulargewichtmarker; -: Kontrolle; -+ PMA).
Inkubation mit 50 mg/l BSA induzierte keinen signifikanten Anstieg der TNF-a-mRNA-
Expression (auf 118% +/- 46%) im Vergleich zur Kontrolle (=100%, p>0,05), wohingegen 500
mg/l BSA einen signifikanten Anstieg auf 876% +/- 164% (p<0,05) im Vergleich zur Kontrolle

bewirkte.

3.2 Western Blot Experimente

3.2.1 Die Expression der p50-Untereinheit von NF-kB wird in IHKE-1

Zellen durch BSA in Konzentrationen von 50 bzw. 500 mg/l induziert.

Um zu uberprufen, ob die Induktion NF-kB-spezifischer mRNA in der Folge zu
einer erhOhten Expression des pathogenetisch zur Regulation
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-o bedeutsamen NF-kB-Proteins fuhrt,
wurden Western-Blot-Experimente durchgefuhrt, in denen semiquantitativ die
Menge an intrazellular vorhandenem NF-kB gemessen wurde. Die
Experimente wurden parallel fur die beiden prototypischen Untereinheiten
p50 und p65 durchgeflhrt.

Inkubation der IHKE-1-Zellen mit 50 mg/l BSA uber 12 Stunden fuhrte zu
einem signifikanten Anstieg der p50-Untereinheit auf 145% +/- 9,5% im
Vergleich zur Kontrolle. Albumin in einer Konzentration von 500 mg/I fihrte zu
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einem Anstieg der Expression der p50-Untereinheit auf 207% +/- 15% im
Vergleich zur Kontrolle.

Damit konnte gezeigt werden, dass die durch Inkubation mit bovinem
Serumalbumin induzierte Expression von NF-kB sowohl auf mRNA-Ebene als
auch auf Proteinebene nachweisbar ist.

3.2.2 Die Induktion der Expression der p50-Untereinheit von NF-kB in
IHKE-1 Zellen durch BSA wird sowohl durch BIM als auch Herbimycin A
inhibiert.

In Entsprechung zu den Experimenten, in denen der Einfluss von Protein
Kinase C und Tyrosin Kinase auf die Expression der NF-kB mRNA uberpruft
wurde, wurden Western-Blot-Experimente in Anwesenheit der spezifischen
Inhibitoren BIM und Herbimycin A durchgefuhrt.

Die Induktion der Expression von p50 durch BSA in einer Konzentration von
50 mg/l auf 145% +/- 9,5% im Vergleich zur Kontrolle wurde durch BIM in
einer Konzentration von 200 mmol/I signifikant auf 122% +/- 21% inhibiert.
Die Induktion von p50 durch BSA in einer Konzentration von 500 ml/I auf
207% +/- 15% im Vergleich zur Kontrolle wurde durch BIM in einer
Konzentration von 200 mmol/l ebenfalls signifikant auf 151% +/- 33 %
inhibiert. BIM alleine fUhrte zu einer leicht erhdohten Expression der p50-
Untereinheit auf 129% +/- 22% im Vergleich zur Kontrolle (Fig. 5).

Der durch BSA in einer Dosierung von 50 mg/l verursachte Anstieg der p50-
Expression wurde durch Herbimycin A in einer Konzentration von 1umol/l
signifikant auf 91% +/-11% inhibiert. Der Anstieg durch Inkubation mit 500
mg/l BSA wurde ebenfalls signifikant auf 111% +/-20% im Vergleich zu 207%
+/- 15% inhibiert. Herbimycin allein fuhrte zu einer leichten Verminderung der
Expression von p50 (80% +/-17%, p<0,05) (Fig. 6).

Damit konnte gezeigt werden, dass die Expression der p50-Untereinheit von
NF-kB analog zur Regulation der NF-kB-spezifischen mRNA in Abhangigkeit
von Protein Kinase C und Thyrosin Kinase erfolgt.
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Fig. 5. NF-kB spezifischer Western Blot und NF-kB spezifische Western Blot Analyse:
IHKE-1 Zellen wurden mit Albumin (500 mg/l) £+ PKC Inhibitor BIM (200 nmol/l) uber 12
Stunden exponiert (NF-kB p50 spezifischer Western Blot: Reprasentativer Blot von n = 10;

NF-kB p65 spezifischer Western Blot: Reprasentativer Blot von n = 5)
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Fig. 6. NF-kB spezifischer Western Blot und NF-kB spezifische Western Blot Analyse: IHKE-
1 Zellen wurden mit Albumin (500 mg/l) = Thyrosin Kinase Inhibitor Herbimycin A (1 pmol/l)
Uber 12 Stunden exponiert (NF-kB p50 spezifischer Western Blot: Reprasentativer Blot von n

= 8; NF-kB p65 spezifische Western Blot Analyse: Reprasentativer Blot von n = 6).
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3.2.3 Die Expression der p65-Untereinheit von NF-kB wird in IHKE-1
Zellen durch BSA in Konzentrationen von 50 bzw. 500 mg/l induziert.

Die Expression sowohl der p50- als auch der p65-Untereinheit von NF-kB
sind die Voraussetzung dafur, dass ein pathogenetisch funktionelles Dimer
entstehen kann, das den inflammatorischen Prozess induzieren und
aufrechterhalten kann. Entsprechend der Experimente zur Expression der
p50-Untereinheit von NF-kB wurde die Expression der p65-Untereinheit nach
Inkubation mit bovinem Serumalbumin untersucht.

Inkubation der IHKE-1-Zellen mit 50 mg/l BSA fuhrte zu einem Anstieg der
Expression der p65-Untereinheit auf 170% +/- 18% im Vergleich zur
Kontrolle; in einer Konzentration von 500 mg/l fuhrte BSA zu einem Anstieg
der Expression der p65-Untereinheit auf 265% +/- 21% im Vergleich zur
Kontrolle.

In Zusammenschau mit dem Nachweis einer Albumin-induzierten Expression
der p50-Untereinheit wurde durch dieses Experiment eine Ursache-
Wirkungskette hergestellt, um die proinflammatorische Wirkung von bovinem
Serumalbumin auf IHKE-Zellen nachzuweisen, da erst ein Dimer aus den
translatierten =~ Genprodukten von p50 und p65 regulatorisch
proinflammatorisch wirkt und damit eine pathogenetische Bedeutung im
Entzindungsprozess erhalt.

3.2.4 Die Induktion der Expression der p65-Untereinheit von NF-kB in
IHKE-1 Zellen durch BSA wird sowohl durch BIM als auch Herbimycin A
inhibiert.

Ebenso wie fur p50 wurde fur p65 durch die Anwesenheit der spezifischen
Inhibitoren BIM und Herbimycin in einem Teil der Experimente untersucht, in
wie weit die Expression von p65 von Protein Kinase C und Tyrosin Kinase
abhangig sind.

Der Anstieg der p65-Untereinheit durch Inkubation mit 50 mg/l BSA auf
170% +/- 18% im Vergleich zur Kontrolle wurde durch BIM in einer
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Konzentration von 200 mmol/l signifikant auf 118% +/- 30% inhibiert. Der
Anstieg der Expression der p65-Untereinheit auf 265% +/- 21% im Vergleich
zur Kontrolle durch Inkubation mit BSA in einer Konzentration von 500 mg/I
wurde durch BIM in einer Konzentration von 200 mmol/l signifikant auf 102%
+/- 18% inhibiert. BIM alleine flhrte zu einem signifikanten Abfall der
Expression der p65-Untereinheit auf 75% +/- 8% (Fig. 3)

Der durch BSA in einer Dosierung von 50 mg/l verursachte Anstieg der p65-
Expression wurde durch Herbimycin A in einer Konzentration von 1umol/l
nicht signifikant (p>0,05) inhibiert (auf 129% +/-21%). Bei Inkubation mit 500
mg/I BSA wurde der Anstieg jedoch signifikant auf 151% +/-14% im Vergleich
zu 265% +/- 21% inhibiert. Herbimycin A allein hatte keinen signifikanten
Effekt auf die Expression von p65.

Sowohl fur die Expression der Untereinheit p65 wie p50 zeigte sich eine
Abhangigkeit von Protein Kinase C und Thyrosin Kinase. Die Expression
beider Untereinheiten unterliegen also denselben Regulatonsmechanismen,
wobei einschrankend auffallt, dass eine Hemmung der Protein Kinase C ohne
zusatzliche Inkubation mit bovinem Serumalbumin zu einem Anstieg der

Expression der p50-Untereinheit fuhrt.
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4. Diskussion

In verschiedenen Arbeiten konnten im Rahmen von in vitro- und in-vivo-
Studien Hinweise dafur gefunden werden, dass Serumproteine im
glomerularen Filtrat in hohen pathophysiogischen Konzentrationen zu
tubulointerstitiellen Schaden fuhren konnen, in deren Zusammenhang es zu
einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und der Expression von
fibrinogenen Zytokinen und Chemokinen kommt (Gomez-Garre et al., 2001;
Mezzano et al., 2001; Morigi et al., 2002). Die physiologische Konzentration
von Albumin liegt im Bereich nur einiger mg pro Liter (Drumm et al., 2001;
Tojo and Endou, 1992), hohere Konzentrationen werden als
pathophysiologisch angesehen. In der vorliegenden Arbeit sollte der Effekt
von Albumin in physiologischen bis niedrig pathophysiologischen
Konzentrationen untersucht werden, wie sie in vivo in fruhen Stadien des
glomerularen Schadens mit erst leicht erhdhter Proteinfiltration vorkommen.
Dies sollte bezuglich potentiell relevanter inflammatorischer und fibrinogener
renaler Pathomechanismen geschehen. Dabei sollte untersucht werden, (i)
ob gering erhohte Albuminkonzentrationen die Expression von NF-kB
induzieren konnen, (ii) ob eine gering erhohte Albuminkonzentration in
proximalen Tubuluszellen zur Expression weiterer proinflammatorischer
Signaltransduktoren fuhrt und (iii) in wie weit Protein Kinase C und Thyrosin
Kinase an diesem pathophysiologischen Prozess beteiligt sind.

Hierfur wurden von menschlichen proximalen Tubuluszellen abstammende
Zellen der IHKE-1-Zelllinie mit Albumin in leicht erh6hten Konzentrationen
von 50 mg/l und pathophysiologischen Konzentrationen von 500 mg/I fur bis
zu 12 Stunden inkubiert und anschliefend die mMRNA-Expression der p50-
Untereiheit von NF-kB und die Proteinexpression der prototypischen
Untereinheiten p50 und p65 untersucht (Baeuerle, 1998a; Gomez-Garre et
al., 2001; Rogler et al., 1998).

Als Dbiologischen Marker einer Albumin-induzierten NF-kB Aktivierung
verwendeten wir im Rahmen unserer Studie die Expression des
proinflammatorischen Zytokins TNF-a, dessen Induktion anhand der mRNA-

Expression uberpruft wurde (Awane et al., 1999; Rangan et al., 1999)
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Zu (i) konnten wir zeigen, dass bovines Serumalbumin konzentrationsabhangig
zu einem Anstieg der Induktion von NF-kB fuhrt. Dies konnten wir auf RNA-
Ebene mittels RT-PCR fur die mRNA-Expression von p105 (dem Vorlaufer der
NF-kB-Untereinheit p50) zeigen; auf Proteinebene konnte mittels des Westen-
Blot-Verfahrens die konzentrationsabhangige Induktion sowohl der p50 wie
auch der p65 Untereinheit von NF-kB gezeigt werden. Dies konnte erstmals fur
Albumin in  nur leicht erhdhten Konzentrationen sowie in niedrig
pathophysiologischen Konzentrationen, wie sie in initialen Stadien progressiver
Nierenerkrankungen vorkommen, gezeigt werden. Daher war fur unsere
Fragestellung von besonderem Interesse die Tatsache, dass sich sowohl die
Expression der mRNA wie auch der zugehorigen Proteine empfindlich fur
Albumin im leicht erhdhten (50 mg/l) und im pathophysiologischen (500 mg/l)

Konzentrationsbereichn zeigten.

Um die Hypothese zu uberprifen, dass Albumin weitere inflammatorische
Pathomechanismen in proximalen Tubuluszellen induziert (ii), wurde die TNF-a-
spezifische mRNA Expression analysiert, wobei die Exposition mit nur leicht
erhohten Konzentrationen keinen signifikanten Effekt auf die Expression TNF-a-
spezifischer mRNA zeigte, wohingegen Albumin in pathophysiologischen
Dosen einen signifikanten Anstieg der TNF-a-mRNA-Expression in IHKE-1-
Zellen induzierte.

Interessanterweise konnte die Expression der mRNA von TNF-a wie auch der
NF-kB p105 Untereinheit bereits nach 90minutiger Inkubation als ein friher
Effekt der Proteinuberladung in pathophysiologischen Dosen nachgewiesen
werden. Demgegenuber zeigte sich die Expression TNF-a spezifischer mRNA
im Gegensatz zur NF-kB spezifischer mRNA Expression weniger sensitiv
gegenuber Albumin in nur leicht erhdhten Konzentrationen. Dasselbe gilt fur
den Vergleich der mRNA Expression von TNF-a mit NF-kB spezifischer
Proteinexpression im Bereich nahezu physioloschen Proteinkonzentrationen.
Die Expression von TNF-a hangt somit offensichtlich nicht ausschlief3lich von
der Expression von NF-xB ab. Insgesamt ist jedoch die mRNA Expression von
TNF-a in der IHKE-1-Zellinie durch Albuminexposition in pathophysiologischen

Konzentrationen induzierbar.
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Mehrere Autoren demonstrieren eine Korrelation zwischen der Expression von
TNF-a und der Induktion von Apoptose oder Nekrose im renalen Tubulus
wahrend einer Ischamie oder akutem Nierenversagen via c-myk durch BclIxL
oder p38M (Meldrum et al., 2001; Remuzzi and Bertani, 1998). Andere
berichteten Uber einen TNF-a-induzierten Anstieg renaler transepithelialer
Permeabilitat (Mullin et al., 1992a). Diese Befunde sind konsistent mit der
Hypothese dass die tubuldre Proteinuberladung zu einem Anstieg der
inflammatorischen Signaltransduktion fuhrt, wodurch die tubulointerstitielle
Schadigung gefordert wird.

Interessanterweise konnte durch Gabe des ACE-Inhibitors Ramipril bei
Patienten mit hoher Proteinurie die Verschlechterung der glomerularen
Filtrationsrate  deutlich  verlangsamt  werden. Im Rahmen  von
Nierenerkrankungen, die durch Proteinurie gekennzeichnet sind, kommt es
inintial zu einem Absinken der glomerularen Filtrationsrate durch Verlust von
Nephronen, gefolgt von rasch einsetzender Hypertrophie der verbleibenden
Nephrone. Damit einhergehend kommt es zu einer Zunahme des arteriellen
Widerstandes und vermehrtem glomerularen Plasmafluss bei erhdhtem
intraglomerularem Kapillardruck, wodurch letztendlich die Filtrationsrate jedes
einzelnen Nephrons zunimmt. Obwohl hierdurch der Verlust von Nephronen
zum Teil funktionell kompensiert wird, kommt es im weiteren Verlauf zum
Fortschreiten des Nierenversagens. Es wird angenommen, dass durch den
erhohten intraglomerularen Druck die Poren der glomerularen Basalmembran
erweitert werden und es dadurch zu einer erhohten Filtration von Protein
kommt. ACE-Inhbitoren reduzieren den intraglomerularen Kapillardruck
effizienter als andere Hypertensiva und damit die Filtrationsmenge an Protein;
der bekannte nephroprotektive Effekt dieser Substanzklasse wird von einigen
Autoren diesem Effekt zugeschrieben (Remuzzi and Bertani, 1998).

In vielen Studien konnte darUber hinaus gezeigt werden, dass der
Transkriptionsfaktor NF-kB an der Regulierung von Chemokinen, Zytokinen
(CINC, RANTES, MCP-1, TNF-q, IL1beta, MIP-1alpha, MIP-2, IL-10) und von
Adhasionsmolekulen (VCAM-1, ICAM-1) in proximalen Tubuluszellen beteiligt
ist (Mezzano et al., 2001; Oertli et al., 1998; Ohtsuka et al., 1996; Rangan et al.,
1999; Wang et al., 1999; Zoja et al., 1998b). Zusammenfassend kann davon

ausgegangen werden, dass eine Proteinuberladung proximaler Tubuluszellen,
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wie sie als Folge glomerularer Schadigung auftritt, einen Anstieg der NF-«kB-
Expression und -—Aktivierung verursacht. Diesem folgt ein Anstieg der
Produktion von Chemokinen, Zytokinen und Adhasionsmolekulen, was letztlich
zu einer tubulointerstitiellen Schadigung fuhrt.

Um zu Uberprufen, in wie weit die Enzyme Protein Kinase C und Thyrosin
Kinase regulatorisch in die Albumin induzierte Expression von NF-kB eingreifen,
wurde sowohl ein Teil der PCR-Experimente als auch der Western-Blot-
Experimente nach Exposition der IHKE-1 Zellen mit Albumin in Kombination mit
der fur Protein Kinase C und Tyrosin Kinase spezifischen Hemmstoffe BIM und
Herbimycin A durchgefuhrt. Sowohl fur den Hemmstoff der Protein Kinase C
(BIM), als auch fur den Inhibitor der Thyrosin Kinase (Herbimycin A) konnte
eine verminderte Induktion der mRNA-Expression des p105-Vorlaufers von NF-
KB gezeigt werden. Dies war fur Albuminkonzentrationen in nur leicht erhdhten
wie auch in eindeutig pathophysiologischen Konzentrationen nachweisbar.

Die Abhangigkeit von Protein Kinase C und Tyrosin Kinase war auch auf
Proteinebene nachweisbar, mit der Ausnahme, dass Herbimycin zu einer
signifikanten Reduktion der Expression der p65-Untereinheit durch Exposition
mit Albumin in eindeutig pathophysiologischen Konzentrationen, jedoch nicht
bei leicht erhdhten Konzentrationen fuhrte.

BIM allein induzierte einen signifikanten Abfall der p65 Proteinexpression,
wohingegen Herbimycin A allein keinen signifikanten Effekt auf die p65
Proteinexpression in IHKE-1-Zellen hatte. Im Gegensatz dazu verursachte BIM
allein einen leichten Anstieg in der NF-kB p50-Proteinexpression in IHKE-1-
Zellen (Fig.6). Dies ist interessant, weil fur Dimere, die aus zwei pS50
Untereinheiten bestehen, eine Transkriptions-hemmende Wirkung auf
nachgeschaltete proinflammatorische Zytokine wie TNF-a angenommen wird
(Karin et Ben-Neriah, 2000). Es ist vorstellbar, dass durch eine Hemmung der
Protein Kinase C und dadurch verstarkter Bildung der p50- und verminderten
Bildung von p65-Untereinheit die Ausbildung Transkriptions-hemmender p50-
p50-Dimere gegenuber Transkriptions-fordernder p50-p65 Dimere uUberwiegt.
Die Hemmung der Protein Kinase C mit Uberwiegender Bildung der p50-p50-
Dimere wiurde damit einer proinflammatorischen Antwort entgegenwirken.

Damit ware Protein Kinase C ganz wesentlich fur die Regulierung der
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proinflammatorischen Antwort verantwortlich, was sich auch in der starken
inhibitorischen Antwort des Protein Kinase C-Inhibitors auf die Expression der
p65-Untereinheit widerspiegelt.

Insgesamt konnten wir durch die vorliegende und vorausgegangene Studien
unserer Gruppe zeigen, dass Albuminexposition in leicht erhohten, sowie in
pathophysiogischen Konzentrationen einen Protein Kinase C- und Thyrosin
Kinase-abhangigen Anstieg sowohl der akuten (wie in der vorliegenden Arbeit

gezeigt) wie der verzogerten NF-kB-Aktivitat nach bis zu 48 Stunden
verursachen (Drumm et al., 2001).
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Fig. 7. Schema der akuten beziehungsweise verzdgerten Albumin-induzierten NF-kB
spezifischen Aktivitdt (PKC = Proteinkinase C; TRK = Thyrosinekinase).

Die Arbeiten mehrerer Gruppen legen nahe, dass intrazellulare

Signaltransduktoren wie Protein Kinase C oder Tyrosin Kinase an der renalen

Pathophysiologie beteiligt sind. Chan et al berichten Uber eine Eisen-

induzierte transkriptionelle Regulation von iNOS, abhangig von NF-kB,

Protein Kinase A und Thyrosin Kinase in proximalen Tubuluszellen (Chen et
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al., 2001). Woods et al beschrieben in einem Rattenmodell, dass die
Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte NF-kB-Aktivierung in Nierenepithelzellen
von einer RedOx-insensitiven, Ca2+ -abhangigem Protein Kinase C vermittelt
wird (Woods et al., 1999).

Wenn man die Literatur zu durch Proteiniberladung induzierten renalen
Pathomechanismen betrachtet, sind vor allem die Protein Kinase C-
abhangigen Signaltransduktionswege interessant. Morigi et al berichten, dass
exzessive Proteinlast in humanen proximalen Tubuluszellen Protein Kinase
C-abhangig zur Formation reaktiver Sauerstoffspezies fuhrt. Diese wird von
den Autoren als verantwortlich ist fur eine Protein-induzierte NF-kB-
Aktivierung angesehen (Morigi et al., 2002). Koya et al. Beschreiben einen
Ruckgang der glomerularen Hyperfiltration, der renalen Hyperfiltration, der
Expression renalen TGF-3, Fibronektins und der Typ-IV-Kollagen-Expression
durch den spezifischen Protein Kinase C-Inhibitor LY333531 in diabetischen
Nagetiermodellen (Koya et al., 2000; Koya et al., 1997). Ebenfalls interessant
ist, dass die oben genannten nephroprotektiven Effekte des ACE-Inhibitors
Ramipril und auch die des Inhibitors der Aminoguanidinformation AGE
ebenfalls den Diabetes-assoziierten Anstieg der renalen Protein Kinase C-
Aktivierung hemmen (Osicka et al., 2000).

Auch fur die Mitogen aktivierten Protein-Kinasen (MAPK), die eine zentrale
Rolle in Nephropathien spielen, konnte eine Abhangigkeit von der Protein
Kinase C gezeigt werden (Choi, 2000; Haneda et al., 1997).

Diese Vielzahl von Befunden suggeriert den potentiell méglichen Einsatz von
Protein Kinase C- oder Tyrosin Kinase-Inhibitoren als nephroprotektive
Substanzen.

In der Zusammenschau liefern die vorliegenden Daten Hinweise fur einen
moglichen Mechanismus fur das Entstehen, Fortbestehen und/oder
Fortschreiten der tubulointerstitiellen Schadigung. Albuminexposition induziert
in proximalen Tubuluszellen die Expression von NF-kB sowohl auf mRNA-
wie auf Proteinebene. Albumin-induzierte NF-kB-Aktivierung kann die
Transkription von TNF-a und anderen inflammatorischen Mediatoren
induzieren. Durch albumininduzierte TNF-a-Expression kann wiederrum NF-

KB aktiviert werden (Awane et al., 1999; Rangan et al., 1999). Die Expression
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des regulativen Transkriptionsfaktors NF-kB erfolgt in Abhangigkeit von
Thyrosin Kinase und Protein Kinase C. Dies erdffnet moglicherweise in
Zukunft die Moglichkeit diese Signaltransduktoren als Zielpunkte neuer

nephroprotektiver Strategien zu nutzen.
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5. Zusammenfassung

In Zusammenschau der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten
Experimente konnte gezeigt werden, dass die Inkubation mit bovinem
Serumalbumin in IHKE-1-Zellen konzentrationsabhangig zur Expression von
NF-kB fuhrt. Dies war auf genomischer Ebene durch Isolation der Gesamt-
mRNA mit nachfolgender fur den p65-Vorlaufer p105 spezifischer PCR
moglich. Auf Proteinebene war dies mittels Durchfuhrung spezifischer
Western-Blot-Untersuchungen flr die prototypischen Untereinheiten p65 und
p50 nachweisbar. Durch den Nachweis einer Albumin-induzierten Expression
der p65- wie auch der p50-Untereinheit auf Proteinebene konnte die
proinflammatorische Wirkung von bovinem Serumalbumin auf IHKE-Zellen
gezeigt werden, da erst ein Dimer aus den translatierten Genprodukten von
pS50 und p65 regulatorisch proinflammatorisch wirkt und damit eine
pathogenetische Bedeutung im Entzindungsprozess erhalt.

Die durch bovines Serumalbumin induzierte Expression von NF-xB war
sowohl auf genomischer wie auf Proteinebene durch in Anwesenheit von
spezifischen Hemmstoffen sowohl der Protein Kinase C wie auch der Tyrosin
Kinase wahrend der Inkubation hemmbar; dadurch konnte gezeigt werden,
dass die Indukton der Expression von NF-kB unabhangig voneinander in
Abhangigkeit von der Protein Kinase C als auch der Tyrosin Kinase erfolgt.
Einschrankend fiel dabei auf, dass eine Hemmung der Protein Kinase C ohne
zusatzliche Inkubation mit bovinem Serumalbumin zu einem Anstieg der
Expression der p50-Untereinheit auf Proteinebene fuhrt. Da fur Dimere, die
aus zwei p50 Untereinheiten bestehen, eine Transkriptions-hemmende
Wirkung auf nachgeschaltete proinflammatorische Zytokine wie TNF-a
angenommen wird, ist es vorstellbar, dass die Hemmung der Protein Kinase
C zu einer verstarkten Bildung des p50-p50-Dimers mit Uberwiegen der p50-
p50-Dimere gegenuber den Transkription-fordernden p50-p65-Dimeren fuht,
was einer proinflammatorischen Antwort entgegenwirken wirde. Um dies im

Detail zu Uberprufen sind weitere Untersuchungen notwendig.
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Weiterhin konnte in IHKE-1-Zellen erstmals mittels spezifischer PCR auf
genomischer Ebene nachgewiesen werden, dass bereits niedrig
pathologische Konzentrationen von Albumin, wie sie in fruhen Stadien des
glomerularen Schadens gefunden werden konnen, die Expression des durch
NF-kB regulierten, proinflammatorischen Zytokins TNF-a induzieren. In
Zusammenschau mit der Induktion der Expression von NF-kB stellt dies einen
weiteren Beleg fur die proinflammtorische Wirkung des Albumins in
proximalen Tubuluszellen bereits in niedrig pathologischen Konzentrationen

dar.

Aufgrund der in dieser Studie analysierten Daten schlagen wir auf Grund der
vorliegenden Datenlage vor, dass schon eine gering erhohte glomerulare
Hyperfiltration und konsekutive tubulare Proteinuberladung einen Anstieg der
NF-kB Expression induziert und es nachfolgend zur Expression
inflammatorischer und fibrotischer Mediatoren durch Protein Kinase C- und
Tyrosin  Kinase-abhangige  Signalwege kommt, was letztlich zu
tubulointerstitieller Schadigung fuhrt.

Zusatzlich kann Albumin per se einen Anstieg der TNF-a mRNA Expression
induzieren, was einen moglichen pathogenetischen Weg fur das
Fortbestehen des tubulointerstitiellen Schadens liefert, nicht nur, weil
albumininduzierte TNF-a-Expression NF-kB aktivieren kann, sondern auch,
weil umgekehrt Albumin-induzierte NF-kB Expression die Transkription von
TNF-a und anderen inflammatorischen Mediatoren regulieren kann.

NF-kB, Protein Kinase C und Tyrosin Kinase konnten somit in der Zukunft als
therapeutische Ziele von renalen inflammatorischen und fibrotischen

Pathomechanismen von speziellem Interesse sein.
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