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1 Einleitung

1.1 Hereditare Tubulopathien mit Diuretika-ahnlich8alzverlust

Der menschliche Organismus ist bestrebt sein Volumand die Osmolaritat des
Extrazellularraums konstant zu halten, da viele Mha@ismen vom Wasser- und
Elektrolythaushalt abhéangig sind. Bei Verdnderungeohen der Verlust des natirlichen
Gleichgewichtes und ein Ausfall wichtiger Funktione

Durch neue molekulargenetische und pharmakologiStheien wurde nachgewiesen, dass es
sich bei Entgleisungen des Elektrolyt- und Wasseshalts um Erkrankungen des tubularen
lonentransports handelt.

In den 60iger Jahren berichtete Bartter Gber 2R&n mit kongenitalem renalen Salzverlust,
normotensiver Hyperreninamie, Hyperaldosteronismusd hypokalamischer Alkalose.
Wenige Jahre spater beschrieb Gitelman ein Kratdtilel mit den zusatzlichen Merkmalen
einer Hypomagnesiamie und Hypokalziurie. Im weneverlauf beschaftigten sich besonders
padiatrische Arbeitsgruppen mit den Varianten desttBr-Syndroms und den pranatalen
Manifestationen.

1998 beschrieben Kockerling, Konrad und Seyberthe eklinische Einteilung eines
Krankheitsbildes, das mit angeborenem renalen 8dimt assoziiert ist. In Abbildung 1 wird
verdeutlicht, dass diese Erkrankung biochemischaé pimrmakologische Merkmale einer
Langzeitbehandlung mit Schleifendiuretika, Thianideoder kaliumsparenden Diuretika
aufweist [Kockerling, Konrad, Seybert et. al., 1p98

Mit Hilfe der Molekulargenetik lieBen sich versoime epitheliale Transportdefekte als
primare Ursache fur eine Salzverlust-Tubulopattieniifizieren. Durch die Entdeckung des
jeweiligen defekten Transportproteins, in Abbilduhgind 2 dargestellt, erhielt diese relativ
seltene Erkrankung (Inzidenz etwa 1:50.000) spleziablekularbiologische Bezeichnungen.
Unter diesem Aspekt nahm man eine, wie in Abbildliigezeigte Einteilung der Salzverlust-
Tubulopathien in einen Furosemid-Typ, einen Thialzwp und einen Amilorid-Typ vor
[Kockerling, Konrad, Seybert et. al., 1998].



Abb.1
Einteilung der hereditdiren Salzverlust-Tubulopathien
Klassifizierung Synonyme Transport-
defekt
Furosemid-Typ (FSLT)  Hyperkalziurisches Bartter-Syndrom
Antenatales Bartter-Syndrom NKCC2 oder
Hyper-Prostaglandin-E-Syndrom ROMK
Thiazid-Typ (TSLT) Gitelman-Syndrom

Hypokalziurisches Bartter-Syndrom = NCCT
Familidre hypokaliamische
Hypomagnesiamie

Amilorid-Typ (ASLT) Pseudohypoaldosteronismus Typ1 = ENaC

Sammelbegriffe Bartter-Syndrom
Idiopathische hyperkaliurische
Hypokalidmie
Klassisches Bartter-Syndrom

Kockerling, Konrad, Seybert et. &le(itsches Arzteblatt 1995, Heft 30)

Abb.2 Klinische und biochemische Merkmale der hereidiren

al&serlust-Tubulopathien

Furosemid-Typ Thiazid-Typ Amilorid-Typ
Transportdefekt NKCC2 ROMK NCCT ENaC .
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Kockerling, Konrad, Seybert et. &le(itsches Arzteblatt 1995, Heft 30)



1.1.1 Furosemid-Typ

Der Furosemid-Typ (FSLT: Furosemide-like salt-logsitubulopathy), auch antenatales
Bartter-Syndrom/Hyperprostaglandin-Byndrom genannt, ist ein schweres Krankheitsbild
mit bereits pranatalen Manifestationen. Bedingtchudie fetale Polyurie kommt es gegen
Ende des zweiten Schwangerschaftstrimenons zurildush eines Polyhydramnions und
damit zur Frihgeburtlichkeit. Postpartal zeigt saefigrund der zunehmenden Einschréankung
des Konzentrations- und Verdinnungsvermdgens degreNiein exzessiver renaler
Kochsalzverlust mit Iso- oder Hyposthenurie undeeimassiven Polyurie. Es tritt eine
hyponatriamische Dehydratation auf, die differddi@gnostisch auch eine Salzverlust-
Tubulopathie vom Amilorid-Typ (Pseudohypoaldostésomns) vermuten lasst. Jedoch findet
sich im weiteren Verlauf regelmafRig eine Hyperkddu mit unterschiedlich stark
ausgepragter hypokalamischer Alkalose [Jeck, Kgon®sybert et. al., 2001]. Fur die FSLT
ist weiterhin eine Hyperkalziurie charakteristisatiese kann schon innerhalb der ersten
Lebenswochen zur Nephrokalzinose fuhren. Polyung 8alzverluste korrelieren mit einer
massiv erhdhten renalen Ausscheidung von Prostdigkam (besonders PGJE: die wiederum
mit einer normotensiven Hyperrenindmie und einerkusdaren Hyperaldosteronismus
assoziiert sind. Die gesteigerte Ausscheidung st die Namensgebung der Krankheit
~Hyperprostaglandin-ESyndrom verantwortlich. Es wird vermutet, dass nikkhe
Symptome wie Fieber, Erbrechen, sekretorische bBuoar Osteopenie und
Wachstumsretardierungen durch R&Ermittelt werden [Kockerling, Konrad, Seybert at,
1998].

1.1.1.1 Ursachen

Primare Ursache fur die FSLT ist eine defekte Gtiesorption im Bereich des dicken
aufsteigenden Schenkels der Henle-Schleife. In ldbbg 3 wird der zellulare Mechanismus
veranschaulicht. Die Na-K-ATPasen der basolaterdambran erzeugen einen steilen
elektrochemischen Gradienten fur Natrium, von extmach intrazellular. Durch diesen
Gradienten angetrieben, befordert der Furosemiditéem Cotransporter in der apikalen
Membran ein Natrium- zusammen mit einem Kaliumiond uzwei Chloridionen vom
Tubuluslumen in die Zelle. Um die Funktion des N&®l-Cotransporters zu gewahrleisten,
bedarf es der Ruckfuhrung von Kalium in das tulilanmen, durch spezifische K-Kanale
der ROMK-Typen.
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Durch cAMP-abhangige basolaterale-&hnale, verlasst Chlorid die Zelle basolateral und
wird somit im Nettoeffekt resorbiert. Durch die Ghdiresorption wird Uber dem Epithel eine
elektrische Spannung aufgebaut, die als Antrieldigiparazellulare Resorption von Kalzium
und Magnesium durch das Kationen-selektive Schdistsehnetz dient. Defekte der
erlauterten Transportkomponenten filhren zum Entieger elektrogenen Chloridresorption
und somit zum Klinischen Bild einer Furosemid-atiméin Tubulopathie mit Salurese,
Polyurie, Hyperkalziurie und Hypermagnesiurie, soweinem Verlust der renalen
Konzentrationsfahigkeit. Patienten mit FSLT zeidduatationen im Na-K-2CIl-Cotransporter
(NKCC2-Gen auf Chromosom 15q15-21) oder im ren&ldfanal ROMK (KCNJ1-Gen auf
Chromosom 11q24-25). Neben dem primaren tubularansportdefekt ist auch die sekundar
erhohte Prostaglandin£Synthese (PG von Bedeutung [Jeck, Konrad, Seybert et. al.,
2001]. Man vermutet, dass aufgrund der gestortektEdlytresorption im TALH-Segment
(Thick Ascending Limb of Henle) ein renaler Saldust, die Reduktion der glomerularen
Filtrationsrate und des renalen Blutfluss resultiéym die Nierenfunktion aufrecht zu
erhalten, wird das vasodilatorische PGEeigesetzt. Durch tubuloglomeruléres Feedback
wird das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System akfivi und durch die obligate
Hyperreninamie  wird der arterielle  Hypotonus vedart. Der sekundare
Hyperaldosteronismus vermindert den renalen Natrarast und ist fur die folgende
Hypokalidmie verantwortlich. An der Henle-Schlegegmuliert PGE die zellulare cAMP-
Konzentration und bewirkt eine zuséatzliche Hemmudeg basolateralen Chloridresorption.
Am Sammelrohr inhibiert PGEdie Natriumresorption und antagonisiert den ADH-
abhangigen Wassertransport. Dieser R&fekt fihrt zu einer weiteren Senkung der
tubularen Konzentrationsfahigkeit mit hypostherthies Polyurie [Kdckerling, Konrad,
Seybert et. al., 1998].
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Abb.3 Mechanismus der Furosemisknsitiven Elektrolyt-

Reabsorption in der Henleschen Schiei

Distaler

Intersfitium Tubokis

(basolateral)

Lumen
(opikal)

Proximaler
- Tubulus

Henlesche
Schleife

]

Kdckerling, Konrad, Seyberth et. al. (Deutschestéiatt 1995, Heft 30)

1.1.1.2 Therapiemdglichkeiten

Nach [K&ckerling, Konrad, Seybert et. al., 1998skn sich durch Suppression der sekundar
erhohten PGESynthese mit Cyclooxygenase (COX)-Inhibitoren sghte Therapieerfolge
erzielen. Mit Hilfe der préanatalen Indomethacindpe wurde eine Reduktion des
Polyhydramnions, sowie eine Senkung der Fruhgebursobachtet [Kockerling, Konrad,
Seybert et. al., 1998]. Zusatzlich steht postpaittalsofortige Substitution von Flissigkeit
und Elektrolyten im Vordergrund. Bei der Therapiie @mem COX-Inhibitor wird empfohlen
einschleichend zu beginnen und engmaschig zu HWbetem. Bei sehr unreifen
Frihgeborenen ergab sich aufgrund der geringemapbatischen Breite von Indomethacin,
ein erhdhtes Risiko fir ein akutes Nierenversaged untestinale Komplikationen. Ein
optimales perinatales Management mit Vermeidung WWehydratationszustanden und
Elektrolytentgleisungen tragt nicht nur zum bessébsedeihen der Kinder bei, sondern fuhrt

auch zu einem verminderten Auftreten einer NepHrakase.



1.1.1.3 Prognose

Die Prognose der FSLT hangt stark vom Grad derdé&fitwtlichkeit und der Optimierung
des perinatalen Managements ab. Sowohl die poatpaEntgleisung des Salz- und
Wasserhaushalts, als auch allgemeine Problemextiemen Frihgeburt sind Ursachen fir
psychomotorische Retardierung einiger FSLT-Patrerfesatzlich zeigen einige Jugendliche
und junge Erwachsene eine chronische progredieisteNnsuffizienz.

Unklar ist, ob diese durch die Langzeitbehandlung @®X-Inhibitoren oder primar durch
die Grunderkrankung verursacht wird [Kdckerling,nkad, Seyberth et. al., 1998].

1.1.2 Uberleitung zum Versuchsmodell

Die hereditdren Tubulopathien mit Diuretika-ahndéioh Salzverlust sind durch eine
intrazellulare Hypoosmolaritat gekennzeichnet. Miilfe eines Zellkulturmodells sollte durch
entsprechende extrazellulare Bedingungen diesetaddisexperimentell simuliert werden.
Daher wurden Nierenzellen des Schweins mit eingpobgmolaren Lésung Uber einen
definierten Zeitraum inkubiert und die daraus restdnden Veranderungen untersucht. Die
Proteobiologie wurde eingesetzt um eventuelle Mkationen aufzuzeigen und beteiligte

Proteine identifizieren zu kdnnen.



1.2 Proteobiologie

Die Proteobiologie (Proteomics) ist ein Wissensidaafeig, der sich mit der globalen
Analyse von zellularen Proteinen (Proteom), dererukBur, Funktionen und
Wechselwirkungen befasst. Proteinveranderungearsbki der Entstehung von Krankheiten
und Fehlbildungen erkannt werden [Brockhaus- DiezyElopadie, 1999]. Bei der
internationalen Elektrophorese-Tagung in Sienaé#ital 994 wurde der Begriff ,Proteomics*
erstmalig erwahnt [Kahn et. al., 1995].

Analog zum Genom, welches die Gesamtheit der keddan Gene darstellt, bezeichnet man
die Gesamtheit bzw. Zusammensetzung der Proteima&r &ielle, eines Organs oder eines
Organismus, als Proteom [Wilkins et. al., 1997]e mEntwicklungen in der Proteobiologie
haben dazu beigetragen, dass die Proteinchemie kdteeren Stellenwert eingenommen hat.
Spétestens seit die Sequenzierung der menschliGlesme abgeschlossen wurde, erkannte
man, dass mit der Gensequenzierung nicht alle Rrdmgspielsweise zur Funktion einzelner
Gene und mdglicher Relevanz beim Krankheitsgeschdieantwortet werden kénnen. Somit
erlangte die Proteobiologie in der Postgenomara8Bedeutung [Pandy und Mann, 2000;
Eisenberg et. al., 2000]. Der Grundstein der kizbsin Proteomanalyse wurde 1975 mit der
Kombination von isoelektrischer Fokussierung undSSEblyacrylamid-Gelelektrophorese
gelegt [Klose, 1975, O Farrell, 1975]. Es entstdizdZweidimensionale Elektrophorese.

Die folgenden Jahre waren gepragt von Weiterentwick und Verbesserung der Methode.
Mit Veradnderungen der Geldicke, Gelgro3e, dem Anytbogemisch sowie den
Farbemethoden erreichte man hoéhere Auflosungersitsene Detektion und eine bessere
Reproduzierbarkeit. In den spaten 80iger Jahren egliir die Proteomforschung einen
zusatzlichen Aufschwung. Mit der Entwicklung der tkbaAssisted-Laser-Desorption/
lonisation (MALDI) [Karas und Hillenkamp, 1988; Take et. al., 1988] und der
Electrospray-lonisation (ESI) [Fenn, et. al., 1988urden Biomolekile zum ersten Mal
massenspektrometrisch analysiert ohne dabei zeratbwerden. Die MALDI und ESI-
Techniken sind die einzigen fur Biomolekile vertidwen lonisierungsformen. Im Laufe der
Zeit wurden diese Methoden weiterentwickelt und dierédte zunehmend sensitiver.
Ublicherweise kombiniert man in der Proteomanalyie 2-D Elektrophorese mit der

Massenspektrometrie.
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1.2.1 Proteomanalyse und Subtraktive Proteomforsghu

Gene sind die Erbinformation der Lebewesen undbétedas ganze Leben lang unverandert,
es sei denn, die DNS wird durch du3ere Einflisse Strahlung, Chemikalien usw. mutiert.
Die Proteine stellen dabei translatierte Genproglwadr, die als dynamische Komponenten
der Zellen anzusehen sind. Da nicht immer ein émeseGen ein Protein kodiert, sondern ein
Gen auch mehrere Proteine bzw. auch mehrere Getaescimedliche Proteine kodieren
kénnen, fallt es schwer nur aus der Geninformagore Aussage Uber den Zustand der

Proteine zu treffen.

DNA — m-RNA — Proteine — Zellfunktionen

(Genom) (Proteom)
l l
,Genomics* ,Proteomics*”

Die physiologischen Vorgéange und die phanotypisctieranderungen der Lebewesen sind
zwar durch die Umwelt beeinflussbar, jedoch habeés keinen Einfluss auf die
Genkodierung. Dies wird von Proteinen organisiertd uumgesetzt. Eine zusatzliche
Variabilitdt und Vielfalt bieten die co- bzw. pasitslationalen Modifikationen der Proteine,
wie zum Beispiel Phosphorylierungen, Acetylierunggiethylierungen oder Verknipfungen
mit Kohlehydraten und Lipiden. Darlber hinaus kasioh ein Proteom durch &uf3ere
Einflisse verandern. Solche Einflisse kénnen Teatpeschwankungen, Stress oder auch
Medikation sein. Die Analyse von Proteomen versidier Einflisse kann Aufschlisse tber
wichtige Mechanismen geben. Neben der komplettealyse bestimmter Proteome, ist die
subtraktive Proteomanalyse ein wichtiger Bestahdier Proteobiologie. Dabei werden
Unterschiede von mindestens zwei verschiedeneredraustéanden untersucht. Man kann
somit z.B. gesunde Zellen mit kranken Zellen, velessiener Stamme eines Organismus oder
auch Zellen in unterschiedlichen Zellstadien vacgjlen. Die Differenzen der Proteinmuster
der 2-DE Gele sind durch Intensitats- oder PostierAnderungen erkennbar. Die als Spot
dargestellten Proteine sind entweder an den Verdnden beteiligt oder durch diese
entstanden. Die Suche nach solchen Proteinen, Targetproteine genannt, kann bei einigen
Krankheiten fur die Diagnosestellung, die Therapi@mmen oder die Prognose von grol3er
Bedeutung sein.



2 Fragestellung

Die Salzverlust-Tubulopathien mit hypokalamischedkafose, Hyperreninismus und
Hyperaldosteronismus lassen sich in den Furosenddn Thiazid- und Amilorid-Typ
einteilen. Diese schweren Krankheitsbilder maniéesh sich teilweise bereits pranatal und
werden durch spezifische epitheliale lonentransigdekte hervorgerufen.

Als primére Ursache fur die Tubulopathie des Furodelyps (FSLT) kann eine gestorte
Chloridresorption im Bereich des dicken aufsteiggndSchenkels der Henle-Schleife
verantwortlich gemacht werden.

Meine Arbeit simulierte diesen Zustand am Zellmodlaiter extrazellularen hypoosmolaren
Kulturbedingungen wurden Verdnderungen auf Probeine in Nierenepithelzellen
untersucht. Ziel der Experimente war es, durch doxhauflosende zweidimensionale
Gelelektrophorese in Kombination mit sehr empficlddin massenspektrometrischen
Verfahren komplexe Protein-Gemische zu trennen andchlieBend zu analysieren. In
Anlehnung an das antenatale Bartter-Syndrom/Hypstaglandin-E-Syndrom, wurden die
entstandenen Proteinmodifikationen aufgedeckemtiii@ert und diese Veranderungen in
Beziehung zu den ablaufenden Zellreaktionen gehragleichzeitig wurde versucht die
Proteobiologie der Niere mittels 2-Dimensionalerekilophorese zu etablieren und
weiterzuentwickeln. Durch die Proteinanalyse sod#ie Einblick in die Zellphysiologie
gegeben werden, um die pathophysiologischen Prezessser verstehen zu kdnnen. Durch
den Vergleich von krankem und gesundem Gewebensiliankheitsverlaufe verstanden und
biologische Marker wissenschaftlich basiert definizverden. Somit kdnnte durch ein

schnelleres Erkennen und Behandeln der Erkrankanyerlauf gtinstig beeinflusst werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Isolation und Zellkultur von m-TAL Zellen

3.1.1 Isolation von m-TAL Zellen

Fur die PBS-Gebrauchslésung wurden folgende Chdigrikangesetzt und mit MilliQ-40
1:10 verdunnt. (MilliQ-HO: Wasser, welches aus einer MilliQ- Reinstwasdagen(Firma

Millipore) gewonnenen wurde.)

- PBS-Gebrauchslosung: 81 mM Na HPQ, 11,50 ¢
1,36 M Na Cl 79,48 g
14 mM KH, PQq 1,909
26 mM KCI 1,949
ad 1 | MilliQ-H20

- Collagen-A Stammlésung 1mg/ml wurde als Gebrauchslésungd1diOPBS verdinnt.

- Collagenase-B-Lsg.Von 10%iger Stammlésung wurden 16 plin 8 ml PB®sf.
- BSA-Lsg. 2% (Bovine-Serum-Albumin): 160 mg BSA in 8 ml PBS @l

- Wachstumsmedium:DMEM HAM'S/F 12 (+ 20% FCS + Penicillin/Streptoniy&ml)

Die Gewebeplatten mit 6 Vertiefungen wurden jewsils200ul Collagen-A beschichtet und
Uber Nacht im Brutschrank belassen. Vor Praparsiieginn wurde die Collagen-A-Ldsung
abgesaugt und die Platten getrocknet. Die Aufanhgitder Niere begann mit dem Abldsen
der umschlieBenden Kapsel. Die Niere wurde sodanhéingsrichtung zerteilt und die
Innenschicht des aul3eren Marks dargestellt. Dialterren Gewebestiicke wurden zerkleinert
und in Probengefal3e Gberfihrt. 2 ml Collagenase38ihg wurden dazu pipettiert und dieses
Gemisch zehnmindtig im Wasserbad bei 37°C begastcibdas Enzym Collagenase-B und
das Carbongas sollte die Verdauung und die Auftregrdes Gewebes beschleunigt werden.
Nach 10 min wurden zu der Probe 2 ml der Albuminfigsgegeben und fur weitere 10 min
auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation der Probergeider Uberstand abgenommen und in
einem zweiten RoOhrchen gesammelt. Das Pellet resdsggrte man und gab die
Zellsuspension in die schon vorbereiteten Gewebteplaind fugte 2 ml Wachstumsmedium
pro Vertiefung hinzu. Als Wachstumsmedium wurde DNIBAM'S/ F 12 verwendet.
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3.1.2 Pflege von m-TAL Zellen

Nach 3 Tagen wurden die m-TAL Zellen zweimal mitS?Bewaschen. Pro Vertiefung gab
man 2 ml Wachstumsmedium auf die Zellen und inkibiesie im Brutschrank. In den
nachsten 3-4 Tagen erfolgte die tagliche optiscbetidlle der Zellen unter dem Mikroskop.
Dabei wurden Formveranderungen, Wachstumsgesclgkigitkn aber auch mdgliche
Bakterienbesiedlung oder andere Verunreinigungemntei.

3.1.3 Splitten von m-TAL Zellen aus Gewebeplatten

Die Zellen wurden nach 3-4 Tagen aus dem Brutskhmamnommen und mit PBS-
Waschpuffer gewaschen. Dann wurde jede der 6 Viengen der Gewebeplatten mit 1ml
Trypsin/ EDTA, welches 1:10 in PBS gel6st wurddijibeund fir 10-15 min im Brutschrank
inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen nach Bedfenheit und Dichte unter dem
Mikroskop begutachtet. 1 ml des Wachstumsmediunmslevin jede Vertiefung pipettiert und
die Zellen abgeldst. Die Zellsuspension wurde mRyiobengefal® Gberfuhrt und zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpetiet3i ml Wachstumsmedium
resuspendiert. Pro 15 ml Gewebeplatte wurden nueile 1,5 ml der Zellsuspension und
jeweils 15 ml Medium aufgetragen. Diese 15 ml Gespdditten inkubierte man erneut 2-3
Tage im Brutschrank bis sie einen dichten Zellrasesgebildet hatten. Die Platten wurden
mit 15 ml PBS gewaschen. In die Gewebeprobenschalgden jeweils 15 ml Kontroll-
Losung oder 15 ml der hypoosmolaren Lésung gegeben,dann fir 24 Stunden im
Brutschrank inkubiert zu werden. Danach wurdenedigsllen erneut gewaschen und mit
einem Gummischaber vorsichtig von der OberflacheSidale geldst. Die erhaltenen Zellen
wurden in ein 2 ml Probengefal3e uberfuhrt und #Hagiert. Das Abtragen der Zellen
wiederholte man solange, bis der Zellrasen vonl&eml Gewebeprobeschale gelést wurde.
Die Kontroll- und hypoosmolare Losung wurden irgdden Konzentrationen in einem

50 ml Probengefal? angesetzt, dabei erfolgte eifiélige Gruppeneinteilung der Zellen.
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* Kontroll-Lsg.: Medium 22,3 ml + MilliQ-H 2,0 27,7 ml +
0,9% NacCl 0,75 ml

* Hypoosmolare-Lsg.: Medium 22,8 ml + MilliQ-H0 27,7 ml +
0,5% NaCl 0,25 ml

Bei Substanzen, die in wassriger Losung dissozienee z.B. Salze entsprechen 1 mol
NaCl/l->2 osm/l, da NaCl in die osmotisch wirksamen lonem iMd CI dissoziert. Die

Kontrollgruppe wurde mit einer isotonischen Losyegtsprechend 0,3 mosm/l) behandelt.
Dies entsprach einer 0,9%-igen NaCl-Losung. DaHsestellung der hypoosmolaren Lésung
nur die zugesetzte NaCl-Menge geandert wurde, konntir Abschatzung der Osmolaritét
alle weiteren gelosten Bestandteile als konstatrabletet werden. Somit ergab sich fur die
hypoosmolare Losung eine Konzentration von 0,5% INBi&s entspricht einer 0,2 osm/I

LOsung.

3.1.4 Zellaufarbeitung/ Proteinextraktion

Als Zielkonzentration an Gesamtprotein wurde caugdul angenommen. In ein 1,5 ml
Probengefald wurden 15 mg Dithiothreitol (DTT) vdegé und mit Lysis-Puffer (B gelost.
Um die Zellen zu resuspendieren wurde 0,9 |.E. Bodease (SIGMA E-8263)l Lysis-
Puffer direkt auf das Zellpellet pipettiert. Die lBaspension Uberfiihrte man in einen
gekuhlten Potter, homogenisierte und zentrifugiedttese Losung. Nach Abnahme des

Uberstandes konnte die Proteinkonzentration bedtiwverden.

3.2 Herstellung Lysis-Puffer (P

- Lysis-Puffer (P1): 8 M Urea
4 % CHAPS
5 mM Pefabloc
10 mM Tris Base (Trishydroxymethylaminomethane)

In ein 50 ml Probengefald wurden 12,01 g der Uregesvogen und mit MilliQ-KED auf ein
Volumen von 25 ml aufgefillt. Nachdem sich der H#off bei einem Temperaturmaximum
von 37°C komplett geldst hatte, wurde 1 g Mischbe#&naustauscher ,AG 501-X8 Resin“

der Firma BIO-RAD hinzugegeben und diese Losungnitblang auf dem Schuittler belassen.
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In ein weiteres 50 ml Probengefald wog man folgefigemikalien ein, um sie dann in der

8 M Harnstoff-Losung ad 20 ml zu losen:

- 0,80 g CHAPS
- 23,95 mg Pefabloc
- 24,20 mg Tris Base (Trishydroxymethylaomethane)

Nachdem sich CHAPS, Tris Base und Pefabloc in dbt Brea-Losung vollstandig loste,
wurde die Losung steril filtriert (Millex-GS 0,3#2m Filter Unit). Der Lysis-Puffer (B wurde
anschlieBend in 1,5 ml Probengefald aliquotiert tmed -80°C aufbewahrt. Vor jedem
Gebrauch musste zu den 1,5 ml Lysis-Puffer 15 mgi@hreitol (DTT) hinzugefugt (1 %
DTT) werden.

3.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Herstellung der Albuminstandard-Lésungen 1Qt§0nl wurden wie unten angefihrt

eine Albuminldsung 2 mg/ml und MilliQ-¥D miteinander gemischt:
Albuminlésung+MilliQ-HO=Albuminstandard-L&sung

5ul+95 pl=10 ug/ml
10 u+90 pl=20 ug/mi
15 u+85 pul=30 ug/mi
20 ul+80 pl=40 pg/ml
25 ul+75 pl=50 pg/ml

Fur die Proteinbestimmungen wurden die Albuminstatd/erdinnungen 10-5@g/ml
verwendet. Das Zelllysat verdinnte man mit MilliQEy so dass die vermuteten
Konzentrationen in einem Bereich von 3048ml lagen. Im gleichen Verhaltnis verdiinnte
man den Lysis-Puffer. Als Doppelbestimmung pipettieman von der Albuminstandard-
Verdinnung 10-5Qug/ml je 160ul in jeweils 2 Vertiefungen einer Microtiterplattéls
Leerwert fur die Proben-Verdinnungsreihe wurdenedab 2 Vertiefungen je 16Ql der

Lysis-Puffer-Verdinnung pipettiert.
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Es folgten 3 Doppelbestimmungen der Proben-Verdignu

80ul Proben-Verdinnung+8@ Lysis-Puffer-Verdinnung
120 ul Proben-Verdiunnung+4@ Lysis-Puffer-Verdinnung
160 ul Proben-Verdinnung

Dann wurden jeweils 4Qul ,BIO-RAD Protein Assay“ hinzugegeben, so dasse all
Vertiefungen der Microtiterplatte komplett durchigdft waren und keine Luftblasen
enthielten. Die optische Dichte wurde photometrigeh einer Wellenlange von 550 nm
gemessen. Anhand der erhaltenen Daten war es inogiie Eichgerade zu berechnen,

Trendlinien zu legen und die Proteinkonzentratien@inzelnen Proben zu ermitteln.

3.4 Herstellung Rehydratisierungspuffer (PII)

- Rehydratisierungspuffer (PIl): 8 M Urea
2 M Thiourea
4% CHAPS
5 mM Pefabloc
10 mM Tris Base
0,8% Pharmalyte 3-10
10 pug/ml Bromphenolblau

In ein 50 ml Probengefal? wurden 12,01 g Urea ufd 8, Thiourea eingewogen und mit
MilliQ-H 20 auf ein Volumen von 25 ml aufgefillt. Nachdemhsidrea und Thiourea
komplett geldst hatten, wurde 1 g Mischbett-lonetawscher ,AG 501-X8 Resin, der Firma
BIO-RAD hinzugegeben und alles 15 min auf dem S@itgeschwenkt. Der

lonenaustauscher sollte sich am Boden absetzen.
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In ein weiteres Probengefal? wurden folgende Substaringewogen und in die zuvor

hergestellte Urea/Thiourea Losung uberflihrt:

CHAPS — 0,80¢g
Pefabloc —23,95 mg
Tris Base —24,20 mg

CHAPS, Tris Base und Pefabloc wurden in dem Urdalireagemisch gelost, zusatzlich

fugte man folgende Chemikalien hinzu:

Pharmalyte —Pharmalyte 3-10 (36%) 4444
Bromphenolblau —Bromphenolblau (1%) 204

Der Rehydratisierungs-Puffer (PIlI) wurde anschlrel3steril filtriert (Millex-GS 0,22um
Filter Unit), zu 1,5 ml aliquotiert und bei -80 &fbewahrt. Vor Gebrauch musste zu den
1,5 ml Aliquoten 15 mg Dithiothreitol (DTT) hinzufjggt werden (1% DTT).

3.5 Erste Dimension: Isoelektrische Fokussierubgs)l

Die Isoelektrische Fokussierung ist ein elektrophisches Verfahren, das auf dem Prinzip
basiert, Proteine nach ihrem Isoelektrischen P{poRtaufzutrennen. Proteine, Enzyme und
Peptide sind Amphotere, das bedeutet sie konndma#@en hin positiv und negativ geladen
sein, abhangig von dem pH-Wert ihrer Umgebung.NlB&oladung eines Proteins ist sowohl
die Summe aller negativen und positiven Ladungemem Aminosdurenseitengruppen, als
auch der Amino- und Carboxylenden. Der IsoelektasBunkt ist der spezielle pH-Wert, an

dem die Nettoladung des Proteins Null ist.
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3.5.1 Durchfihrung

Entsprechend der Proteinkonzentration und der &naigenden Proteinmenge, wurden die
ndtigen Volumina der Probe und des Rehydratisiespufiers (Pll) berechnet.

*» 400ug/Proteinkonzentration ipg/ul= Volumen der Probe inpl
* 450 ul-Volumen der Probe ipl= Volumen des Rehydratisierungspuffer PIl inpl

Den Lysis-Puffer (PI) versetzte man mit DTT (1%)pbei 15 mg DTT pro 1,5 ml
Probengefald verwendet wurde. Die 24 cm langenf&tteilter wurden auf der gesauberten
Arbeitsflache aufgereiht und das zuvor berechnetbdh- und Rehydratisierungspuffer (PII)-
Volumen gleichmaRig in die Streifenhalter hineimgttgert. Es wurde beachtet, dass keine
Losung Uber den Rand trat, da sonst die Ergebnigseingeschrankt reproduzierbar gewesen
waren und zusatzlich Urea-Kristalle hatten entstekénnen, welche die Isoelektrische
Fokussierung gestort hatten. Die IPG-Streifen nmém pH-Gradient von 4-7, wurden vom
sauren Ende ausgehend, entsprechend der spitzendgsi Streifens, von der Schutzfolie
befreit. Die IPG-Streifen wurden mit der Gelseitacim unten vorsichtig in das zuvor
einpipettierte Rehydratisierungsprobengemisch getbgpei fligte man die spitze Seite des
IPG-Streifens in den dafir vorgesehenen spitzeh des Streifenhalters. Der Gelstreifen
wurde dann komplett mit 3 ml Mineral6l bedeckt unddie IPG-Apparatur eingesetzt. Die
Gele wurden mit einer Laufdauer von etwa 18 Stunaéydratisiert. Das Mineraldl wurde
im Anschluss abgegossen und die Elektrodenfilteifetn zwischen die Elektroden und das
Gel gelegt. Bei diesem Vorgang wurden die ausgmiest Elektrolyte im Filterstreifen
gesammelt, um eine bessere Proteindarstellungri@.d@imension zu erhalten. Anschliel3end
wurde das Gel im Streifenhalter erneut mit 3 ml &aiol Gberschichtet und fur die
Isoelektrische Fokussierung bei entsprechenderr®mygeinstellung Uber Nacht belassen.
Waren die Gele fokussiert, konnten diese soforiliegert werden, um sie fur die Zweite

Dimension vorzubereiten.
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3.6 Zweite Dimension—SDS-Elektrophorese

Sowohl der Nativzustand von Proteinen, als aucladgemehreren Untereinheiten bestehende
Tertiar- und Quartarstruktur, ist bedingt durchrantund intermolekulare Wasserstoffbriicken,
hydrophobe Wechselwirkungen und Disulfidbrickenr Hie SDS-Elektrophorese miissen
die Proteine aus ihrem Nativzustand in anionisdb8-8roteinmizellen tberfuhrt werden.
Durch die SDS-Elektrophorese wird es moglich Pgbyjgle nach ihrem Molekulargewicht in
horizontaler Ebene aufzutrennen. Das dafir n6tip8 $odium dodecyl sulfate) wird zum
einen dem Equilibrierungspuffer zugesetzt, zum esmést es Bestandteil der Polyacrylamid
Ettan DALT Fertiggele. Durch die Elektrophoresantteman Proteine nach unterschiedlichen

Molekulargewichten auf.

 Dithiothreitol (DTT): Durch das Hinzufigen von DTT in den Equilibrierapgffer
erreicht man eine vollstandige Streckung der Pgitide und erméglicht die Auftrennung

nach dem Molekulargewicht.

* lodoacetamid: Durch die Alkylierung mit Jodacetamid wird ein besserter und
dauerhafter Schutz der Thiol-(SH-)Gruppen der Pmobereicht, ihre Reoxidation wird
wahrend der Elektrophorese verhindert und man etkscharfere Banden in der Zweiten

Dimension.

» Urea: Gemeinsam mit Glycerol, erhoht es die Viskositas dPuffers und reduziert die

Effekte der Elektroendosmose.
* Glycerol: Verbessert den Transfer der Proteine von der ErsteAweiten Dimension.

* Bromphenol-Blau: Zeigt den Verlauf der 2-D Elektrophorese.

3.6.1 Durchflhrung

- Equilibrierungspuffer: 6 M Urea —90,125¢
Glycerol (30%) —75,000 g
SDS (2%) — 50¢g

50mM TrisBase — 15¢g

Der pH-Wert wurde auf 8,8 eingestellt und mit MtH,0 ad 25 ml aufgefulit.
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Die EttanDalt II-Kammer wurde mit MilliQ-k0 aufgefullt. 75 ml des
Anodenpufferkonzentrates der Firma Amersham Bioegevurden in die Kammer gegossen
und mit MilliQ-H20 bis zur untersten Markierung (ca.7 l) aufgegosBam Platzhalter wurden
eingesetzt (12—Anzahl der Gele-1= Anzahl der Pé&dter). Fur die Herstellung des
Kathodenpuffers wurden 125 ml Kathodenpufferkonagnder Firma Amersham Bioscience
in ein 1 | Standzylinder mit MilliQ-ED gelost. Nachdem alle Gelkassetten und der letzte
Platzhalter in die Anodenkammer eingesetzt wurdéigte man erneut 125 ml
Kathodenpufferkonzentrat hinzu. Der zuvor angeseti&athodenpuffer wurde in die
Kathodenkammer gegossen und mit MilliQeH aufgefullt. Zur Herstellung der
Equilibrierungspuffer | + Il wurden pro vorhandenéel 10 ml Equilibrierungspuffer | mit
0,5% DTT (zur Denaturierung) und 10 ml Equilibriegspuffer Il mit 4,5% lodacetamid (zur
Alkylierung) angesetzt, sodann gab man pro Gefsmmei50 pul einer 0,25%igen
Bromphenolblau-Lésung hinzu. Die IPG-Streifen wurdeit 10 ml Equilibrierungspuffer |
fir ca. 15-30 min auf dem Schuttler geschwenkt dadn in den Equilibrierungspuffer I
Uberfuhrt. Sie wurden erneut 15-30 min auf dem S8Mdnibelassen, dabei lagen sie
vollstandig im Puffer, um das Austrocknen der Gel&n zu verhindern. Da lodacetamid zu
den kanzerogenen Chemikalien zahlt, wurde mit dequilrierungspuffer besonders
vorsichtig gearbeitet. Wahrend die IPG-Streifenmequilibriert wurden, legte man die Ettan
DALT IllI-Fertiggele in die Kassetten ein. Auf dem IGapettierte man vertikal 1 ml Gel-
Puffer (Ettan Buffer Kit) entlang der rechten Kantel horizontal 1 ml von der rechten Kante
zu Mitte hin. Die Ettan DALT-1I-24 cm Fertiggele wden mit der Gelseite auf die Glasplatte
der Kassette aufgelegt. Dabei platzierte man died&nseite des Gels auf der Anode und die
Kathodenseite entsprechend auf der Kathode. NactilenGelkassetten mit der Offnung
nach unten zwischengelagert wurden, pipettierte raah die obere Gelkante 200l
Gelpuffer, um ein Austrocknen der Gelkante zu vetérn. Gleichzeitig wurde die Sealing-
Solution (Agarose mit Bromphenolblau) vorbereitBtach 15-30 min wurden die IPG-
Streifen aus dem Equilibrierungspuffer 1l enthomnidan tauchte sie sowohl in MilliQ-19,

als auch in den vorbereiteten Kathodenpuffer, uendsinn vorsichtig mit der Gelseite nach
oben und der sauren Anodenseite (spitzes Ende) Imkshauf die Uberstehende Kante der
Glasplatte zu legen. Auf die EttanDALT Gele wurdem die IPG-Streifen aufgetragen und
durch die Sealing-Solution die Zwischenrdume befdelseiten verschlossen. Etwa 1 ml der
Sealing-Solution verteilte man Uber das Gel, dahede versucht alle Luftblasen zwischen
EttanDALT Gel und IPG-Gel zu entfernen.
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Es folgte das Einsetzen der Gelkassetten in denB®ALT Kammer, zusatzlich wurde der
vorbereitete Kathodenpuffer in die obere Kammerogegn. Das entsprechende Programm
wurde eingestellt, mit einem Leistungsverlauf d&SSPAGE, einer konstanten Leistung,
einer Temperatur von 25°C und 3 Watt pro Gel fiér elisten 30 min (T1) bzw. 20 Watt pro
Gel fur die folgende Zeit (T2). Der Verlauf des Sealurde durch die Bromphenolblaufront
angezeigt, um ein Laufende besser abschatzen nekoDie Spannungsverlaufe zu Beginn
(T1), nach einer halben Stunde (T2), wahrend destaufs (T3) und am Ende (T4) wurden
dokumentiert. Nach Beenden des elektrophoretiséhemrchlaufs tberfihrte man die Gele
direkt in die Farbewanne bzw. in eine zuvor hemgjist Fixierlosung. Die Kammer wurde

wie oben beschrieben, erneut mit MilliQ:Mgespdult.

3.6.2 Visualisierung

Die Silberfarbung ist eine Proteinfarbemethode, d&e ermdglicht auch bei niedrigen
Proteinmengen (<1 ng) eine sehr sensitive Darsiglider Proteine zu erhalten. Um bei
diesem mehrstufigen Farbeprozess Resultate mitr liain@litat zu erhalten, bedarf es aul3erst
reinen Reagenzien und dem Einhalten der Farbezdéiarch das automatische Farben mit
der Farbewanne (Hoefer Automated-Gel-Stainer), veind grof3er Teil dieser Variablen
konstant gehalten. Sie erlaubt eine genaue Zeitdtntund die Einheitlichkeit der
Farbungen. Die Silberfarbung setzte sich aus falgen Schritten zusammen. Das
Durchspilen mit MilliQ-H20 erfolgte dabei als Zwismnschritt:

» 1 Fixierung: Bei diesem Vorgang wurde das Gel mit Essigsaurdearmelt, um die
Unl@slichkeit der Makromolektle im Gel zu erhaliemd ihr Herausdiffundieren aus dem Gel
zu verhindern. Substanzen wie Puffer, lonen, Denaatien oder auch Carrier Ampholyte, die

das Farbeergebniss stéren kénnten, wurden heraasgean.

» 2 Sensitisierung:Man verwendete zum einen Reagenzien, die chemigidufikationen
der Proteine bewirken kdnnen und zum anderen sottibeeine Reduktion der Silberionen
beschleunigen und somit die Sensitivitat erhOheerd®h Sensitisierungs-Reagenzien im
Ubermall angewendet, resultiert eine zu starke Rgrdes Hintergrundes, so dass die Gele
nach diesem Schritt mit MilliQ-k0 gespult wurden.
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» 3 Silber-Impragnierung: Dazu wurde das Gel mit Silbernitrat behandelt, wale leicht
sauren Bedingungen die Silberionen vor der Redunziezu Metallsilber schitzen. Das Gel
wurde anschlielRend kurz gewaschen, um den hohbar§halt von der Geloberflache zu

entfernen.

* 4 Entwicklung: Die Entwicklerlosung enthielt Formaldehyd, das &iibnen zu
Metallsilber reduziert. Dieser Vorgang sollte nar hohen pH-Bereichen erfolgen, daher

wurde mit Natriumcarbonat alkalisiert.
* 5 Stoppen und Praservation:Die Stopp-Losung schitzte vor weiterer Reduktion de
Silberionen. Das Praservations-Reagenz enthieltgddy, was dem Gel Geschmeidigkeit gab

und es wéahrend des Trocknungsprozesses nicht angeinbrechen liel3.

Folgende Chemikalien wurden angesetzt:

* 1 Fixierung

Essigsaure 100 mi
Ethanol p.a. 400 ml
MilliQ-H 20 ad 1000 mi

* 2 Sensitisierung

Natriumthiosulfat 3,138 ¢

Natriumacetat 68,000 g
Ethanol p.a. 300 ml
MilliQ-H 20 ad 1000 ml

* 3 Silber-Impragnierung

Silbernitrat 109
MilliQ-H ,0 ad 400 ml

* 4 Entwicklung

Natriumcarbonat 25,09
Formaldehyd 2ml
MilliQ-H 20 ad 1000 ml



* 5 Stopp-Reagenz

Glycin
MilliQ-H 0 ad

Silberfarbung

Stufe

A W N P

© 0 ~N O o

10
11
12
13

14
15
16
17

500
1000 ml

Farbung

Fixierung
Fixierung
Fixierung

Sensitisation

Waschen
Waschen
Waschen
Waschen

Waschen

Silber
Waschen
Waschen

Entwicklung

Stoppen

Waschen
Waschen
Waschen
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Volumen

250 ml
250 ml
250 ml
250 ml

250 ml
250 ml
250 ml
250 ml
250 ml

250 ml
250 ml
250 ml
250 ml

250 ml
250 ml
250 ml
250 ml

Zeit

Uber Nacht
15 min
15 min
30 min

08 min
08 min
08 min
08 min
08 min

30 min
01 min
01 min

2-4 min

40 min
05 min
05 min
05 min
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3.6.3 Analyse der Gele

Mit Hilfe des Bearbeitungsprogramms PDQuest fur2iie Elektrophorese der Firma BIO-
RAD wurden die Gele zur Digitalisierung eingescarmdie Analyse der 2-D Gele umfasste

folgende Arbeitsschritte:

Scannen

Kalibrieren
Spot-Detektion
Matching & Editieren
Daten Analyse

Bilden der Datenbasis

Ergebnisbericht

© N o o s~ w P

Exportieren

Die Gele wurden mit einem GS-700 Densitometer demd BIO RAD eingescannt. Die
Daten der Kalibrierung verwendete man, um die dagbhittliche optische Dichte des
individuellen Segmentes, mit der durchschnittlicldsintegration pro Minute (DPM), von
jedem einzelnen Segment zu vergleichen. Diese Datemden dann in einer
Kalibrierungskurve vereinigt. Das Gel wurde mit d&gilprogramm ,Image*“ bearbeitet und
dann in eine passende Form geschnitten (Define Brep). Diese Mal3e lie3en sich jeweils
auf andere Gele uUbertragen, damit die Gele miteieanerglichen werden konnten. Diese
Form wurde gesichert (Save Crop Setting) und eandrdgel ausgewahlt. Mit dem ,Spot
Detection Wizard" Teilprogramm legte man, ausgeheowh Standardgel, den feinsten, den
grol3ten Spot und eine Flache fur die Hintergrureltemung fest. Voraussetzung dafir war
die Vergleichbarkeit aller zu vergleichenden Gef#e sollten aus einer Versuchsreihe
stammen und auch makroskopisch die gleiche Fasbeinét und Farbeart aufweisen. Mit
Hilfe des Bearbeitungsprogramms wurden z.B. Artiefakvie vertikale/horizontale Streifen
ausgeglichen und der Gaussion-Model-During Testldaufen. Es folgte das Angleichen der
ausgewahlten Gele und die Detektion der Proteissgdie Gele wurden in Gruppen als
Matchset zusammengefasst, um qualitative/quan@tafiussagen treffen zu kénnen und
Proteine eines Gels mit Proteinen eines anderers Gwlerhalb eines Matchsets zu
vergleichen. Zuséatzlich war es moglich gleichwert@ele als neue Mitglieder in ein Set
aufzunehmen, zu bearbeiten oder auch wieder zerasti. Ein Mitglied dieses Matchsets

wurde als Grundlage fiur ein Standardgel verwendet.



-23-

Ahnlich einer Kopie kombinierte und vereinigte diesStandard alle Proteine des Matchsets
in einem Bild. Die Auswabhlkriterien fur ein Standgel sind vielfaltig, so waren die hohe
Proteinzahl und deren gute Qualitat in diesem @lelvant. Im Allgemeinen wird empfohlen
ein Kontrollgel zu verwenden. Das Bearbeiten dde@airde sodann im gebildeten Matchset
vereinfacht, da alle enthaltenen Gele in den jegexil Teilansichten dargestellt wurden.
Somit bot sich die Méglichkeit, die gesuchten Preeaintereinander und auf einem Blick zu
vergleichen. Mit der Funktion ,Edit Spot Tools* [ien sich die gewilnschten Proteine
markieren, so dass der Bearbeiter, die vom ,PDQuegsigramm vorgegebenen Proteine
noch einmal visuell und manuell Gberprifen konM&ren einige Proteine in allen Gelen
vorzufinden, wurden diese als Landmarken (Matchlgjogesetzt, um ein Angleichen und
eine genauere Orientierung zu erreichen. Mit derbeisschritt ,Match all gels* wurden
samtliche Mitglieder dieses Sets in einem Schrgeglichen. Proteine, die vom Programm
erkannt wurden und sich in den einzelnen Geleneviemiten, wurden mit einem Buchstaben
belegt, so konnte jederzeit die exakte Zuordnungrprift werden. Es schloss sich das
Zusammenfugen der einzelnen Gele in die durch dperitnent festgelegten Hauptgruppen
(Kontroll- und hypoosmolare Gruppe) an. Dieses wurdit dem Unterpunkt ,Replicate
Groups® und ,Create Group“ ermoéglicht. Bei dem Merch von 2-D Gelen einer
Hauptgruppe in einem Matchset, kann es aber aucHarziationen in der Proteinintensitat
kommen. Diese Unterschiede kénnen viele Ursachd&erhawie z.B. Fehler wahrend der
Probenpréparation, Pipettierungenauigkeiten abeh ankonstante Farbezeiten. Um diese
Fehler auszugleichen, wurden die Gele ,normalisi@amtliche Daten und Informationen
der Proteine wurden in ein Format verpackt (DatapasSpots), damit die Sets unter
verschiedenen Gesichtspunkten wie Quantitat, Qaadder auch der Statistik analysiert
werden konnten [BIO-RAD, 2-D Elektrophoresis foof&omics]. Mit dem ,Analysis Set*
Dialogfenster wéahlte man die zu vergleichenden Geigs, z.B. A- Kontrollgruppe und B-
Hypoosmolare Gruppe. Es folgte die Festlegung veeRtoteine der Gruppen A/ B vermehrt
(Increased) oder vermindert (Decreased) dargestelltden. In meinem Experiment
behandelte man m-TAL Zellen mit einer Kontroll- uather hypoosmolaren Losung. Dabei
wurden Proteinverdnderungen beziglich einer Exmnessber auch einer moglichen
Suppression vermutet. Um diese Veranderungen aptisch darzustellen und genauere
Informationen Uber die Proteinquantitat jedes dimee Gels im Matchset zu erhalten, wurden
im Teilprogramm ,Reports* alle Gele auf einer Ubehnssseite in Graphen (Histogramme)
aufgeschlusselt. Somit konnten Proteinveranderurdpmgestellt werden. Das Programm

ergab sowohl eine Auflistung Uber die supprimieredmer auch tber die exprimierten
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Proteine, die durch jeweilige Nummerierungen gekemmhnet waren. Die
Histogrammgraphen verwendete man, um einen scher\éergleich und eine Ubersicht der
Proteinquantitaten jedes einzelnen Mitgliedes eiMdatchsets zu gewahrleisten. Als
zusétzliche Option bot die PDQuest Software diesi2dlungsform des ,Scatter Plots”. Diese
Graphen verdeutlichten die Beziehung bzw. Verwardt® von zwei Gelen. Jedes
.<gematchte* Protein fand sich als Punkt auf einkal® wieder. War die Quantitat eines
Proteins in beiden Gelen identisch, so lag seirkPauaf der Gerade mit einer Neigung von
1.00 (45° line). Zusatzlich wurden Angaben Uber Aieahl aller gematchten Proteine in
beiden Gelen und dem Korrelations-Koeffizienten gelnh. Dieser ist ein Mald fur die
guantitative Gleichheit zweier Gele. Ein Zahlenwgdn 1.00 spricht fiir einen grof3en
Zusammenhang beziglich ihrer Gleichheit, ein kien&Vert (Bsp. 0.40) gibt an, dass beide
Gele weniger gleich sind. Um Angaben tber Protemifa und Proteinzusammensetzung zu
erhalten, wurden die Matchsetdaten mit zusatzlicReogrammen, wie z.B. Photoshop
bearbeitet und fir die Analyse exportiert. In die&gbeit wurden die zu bestimmenden 2-D
Gele von mir zur weiteren Bearbeitung der Protagé€h Dortmund zugeschickt. Die
ausgewahlten Proteine wurden mit einem Spot-Cuwtter den Gelen geschnitten. Fur die
Identifizierung mussen die in den Gelstiicken et¢hah Proteine verdaut und anschlieRend

aus dem Gel extrahiert werden, um dann massenspekiisch bestimmt zu werden.

3.6.4. Identifizierung der Proteinspots

In dieser Arbeit wurden die als differentiell exprert eingestuften Proteinspots durch die
Firma Protagen AG (Dortmund) identifiziert. Hieraurden die entsprechenden 2-D Gele der
Protagen AG zugeschickt. Die ausgewahlten Protgurelen mit einem Spot-Cutter aus den
Gelen geschnitten, tryptisch verdaut und anschtiéfzs dem Gel extrahiert, gemafd einer
Standardprozedur der Protagen AG. AnschlieBend ewrddie PeptidgrofRen

massenspektrometrisch (siehe 3.6.5. und 3.6.6t)nes und hieriber die Peptidsequenz

nach Datenbankabgleich identifiziert.
3.6.5. Massenspektrometrie
Ende der 80iger Jahre wurden zwei lonisierungsikehrentwickelt, mit denen der Einsatz

von massenspektrometrischen Verfahren fir Biomdéekimoglicht wurde. 1988 wurde die
.-matrix-assisted laser desorption/ionisation® (MALDMethode bekannt [Karas und
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Hillenkamp, 1988]. Im selben Jahr wurde von Johr=&an die Methode der ,electrospray-
ionisation* (ESI) entwickelt [Fenn et. al., 1989Dabei handelt es sich um ein
lonisationsverfahren, bei dem die Erzeugung vortamnter Athmospharendruck stattfindet.
Sowohl diese lonisierungstechnik, als auch die Ktmdrung der Probenpraparation und
spezieller Software, trugen zur weiteren Entwicklusei. Massenspektrometer detektieren
lonen im gasformigen Zustand. Somit werden Biomallekwie Proteine oder Peptide in
einen gasformigen Zustand gebracht [BioanalytikpEspeich und H.Zorbas].

Bei der MALDI- Methode werden kleine Mengen an Rmoboder Analysaten mit einer
verhaltnismafRig groRen Menge an Matrixmolekllesadarer Losung vermischt. Als Matrix
werden Verbindungen verwendet, die in der Lage kioltenergie zu absorbieren.

Fur die Messung wird ein Teil der Losung auf Métadier pipettiert. Nach Verflichtigung
des Losungsmittels kristallisiert die Matrix mit rdénalytmolekilen aus. Wird solch ein
Kristall nun mit einem Laser bestrahlt, nehmen M&rixmolekile die Energie des Lasers
auf und geben diese Energie an den Analyten wdlieser Transfer bewirkt die Desorption
und eine gleichzeitige lonisation der Analytmolekiilso dass einfach protonierte lonen
entstehen. Als Laserquelle wird zumeist ein Staidtaser mit einer Wellenlange von 337
nm verwendet [Karas und Hillenkamp, 1988, Mannaét. 2001]. Neben der lonisation der
Analyten ist die Massenanalyse ein wichtiger Beditieihder Massenspektrometrie. Bislang
wurden drei verschiedene Techniken entwickelt. Bifethode beruht auf dem Prinzip der
Massentrennung nach der Flugzeit (time-of-flighQFFMS). Bei den anderen Methoden
erfolgt die Trennung durch ein mit Metallstaben eeigtes elektrisches Quadrupolfeld
(quadrupole MS) oder durch selektive Ausstof3ung lamen aus einem Feld, das eine
dreidimensionale Falle darstellt (ion trap MS). Mir Messung einer Probe, die z.B. aus
einem Proteingemisch besteht, konnen mit einemedigsissenanalysatoren die Massen der
Peptide aus der Probe ermittelt werden [Frauenhd®M, Jahresbericht 2003]. Werden
zwei Massenanalysatoren hintereinander gesch&enh man eine gezielte Sequenzierung
der Peptide erreichen. Dieses Verfahren wird ddanTandem MS bezeichnet. Es kann
sowohl mit zwei gleichen, als auch mit zwei untbisdlichen Analysatoren hintereinander
geschaltet durchgefuhrt werden. Bevorzugt werderkigfungen von MALDI mit einem
TOF-Analysator und ESI mit dem Quadrupol oder dem Trap Analysator. Ein TOF-
Analysator trennt im Hochvakuum die lonen in ein&fagrohr. Die desorbierten positiv
geladenen lonen werden zunadchst durch eine Gegenoele angezogen und bewirken eine
Beschleunigung der lonen, bevor sie in das Flugeatireten. Alle lonen nehmen die gleiche
kinetische Energie auf, bewegen sich aber wegemihunterschiedlichen Molekulargewicht
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mit unterschiedlicher Geschwindigkeit. Somit treffauf den Detektor zuerst kleine lonen
und zum Schiuf3 die grof3en lonen. Es existierent&eni einfachem linearem Flugweg oder
mit endstandigen Reflektoren, welche die loneniie endere Richtung lenken. Auf diese
Weise wird der Flugweg verlangert und die Genauiglder Detektion verbessert
[F.Lottspeich und H.Zorbas, Bioanalytik].

3.6.6. Molekulargewichtbestimmung mit MALDI

Die aus 2-DE Gelen zu analysierenden Proteine miessveder enzymatisch oder chemisch
in Peptide gespalten werden (In-Gel-Verdau), damsitmdglich wird, die Peptide aus der
Gelmatrix zu extrahieren. Es entsteht ein Gemisgf anterschiedlich langen Peptiden
[Frauenhofer ITEM, Jahresbericht 2003]. Wird eitBin mit einem bestimmten Enzym
fragmentiert, erhalt man mit dem Einsatz desselbezyms auch immer wieder die gleichen
Fragmente. Ein solches Fragmentgemisch ist daher emem charakteristischen
Fingerabdruck vergleichbar. Somit wird zur Ideaiérung eines Proteins zuerst ein ,peptide
mass fingerprint* (PMF) aufgenommen. Fir die Prwpaltung werden verschiedene
Enzyme wie Trypsin, Chymotrypsin, Lys-C oder AspAtwendet. Diese Enzyme haben die
Eigenschaft nur nach oder vor bestimmten Aminosaume spalten. Trypsin spaltet zum
Beispiel nach den Aminosauren Arginin und Lysin. sDBnzym Asp-N spaltet die
Peptidbindung vor Aspartaten. Eine chemische Fragsreng kann durch Cyanbromid
(CNBr) erreicht werden. CNBr spaltet Proteine ndeh Aminosaure Methionin. Durch diese
Enzymeigenschaft kann man ein Polypeptid immer eried dieselben Fragmente teilen.
Nach der Fragmentierung werden die Peptide in Lgg@bracht und dieses Gemisch wird in
eine fur die Massenspektrometrie kompatible Losgelgracht. Ohne weitere Fraktionierung
erfolgt die Vermessung, so dass man ein Massenspeldrhalt, welches fir dieses Protein
einen charakteristischen Peptidmassen-Fingerabdiafekt [Bio Spektrum, 2005].

Diese Spektren werden Kkalibriert und alle Peaks kimdr Die so erhaltene
Peptidmassentabelle kann in verschiedene Suchpnogga eingegeben und Uber
Proteindatenbanken identifiziert werden. Fur meidsbeit wurden die zuvor mittels
Elektrophorese aufgetrennten Proteine mit PDQuesiiitungsprogramm erfasst,
massenspektrometrisch bestimmt und durch die ReotaG Dortmund analysiert. Es
erfolgte die Bestimmung des individuellen Molekgkawvichtes der einzelnen Proteine und
deren Isoelektrischer Punkt (pl) [F.Lottspeich #hdorbas, Bioanalytik].
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3.6.7. Proteindatenbanken

In Proteinsequenzdatenbanken werden alle Proteiesegn gesammelt, die zuvor auf DNS
(Desoxyribonukleinsaure) Ebene untersucht wurdeweiZdieser Ooffentlich und frei
zuganglichen Datenbanken sind die NCBI- (Nationaht@r for Biotechnology Information)
und die SwissProt-Datenbank. Sie beinhalten veedelme Informationen uber die
eingetragenen Proteine, beispielsweise wie dieeiis#quenz, den Gennamen, den Genort
und falls bekannt die Funktion. Bisher konnten Gepa unterschiedlichen Organismen
analysiert werden. Jedoch sollte man beachten, d&ssSequenzierungen nicht immer
fehlerfrei verlaufen. So spielt die Reinheit desnp&tes, die Qualitat des Elektrophoresegels,
die Sensitivitat der Detektion und das Lesen dels @me entscheidende Rolle fiur die
Richtigkeit der Sequenz. Wenn eine Wissenschaftiprme ein Gen oder ein Protein
sequenziert, werden die aktuellen Daten in die mzek eingetragen. Diese Datenbanken
kénnen durchsucht und abgefragt werden. Eingegelseguenzen kdnnen mit allen
Sequenzen der Datenbank verglichen werden und Raliéeine, die dabei das gleiche
Sequenzstiuck beinhalten, werden angegeben. Bei Bvifebnissen erhalt man, nach dem
Prinzip der hoéchsten Wahrscheinlichkeit, eine Ligbe Massen, die einigen Peptiden des

Proteins nach Trypsinspaltung entsprechen [F.Leitspund H.Zorbas, Bioanalytik].

3.7 Western Blotting

Um elektrophoretisch aufgetrennte immobilisiertetBine mit spezifischen Antikdrpern oder
auch Enzymsubstraten direkt auf einer Membran nagésen, verwendete man das Western
Blotting.

3.7.1 Herstellung von Trenn- und Sammelgelen

Gelrezept fur die Herstellung eines 12,5% Gels:

Trenngel Sammelgel
30% Acrylamid-Ldsung 4,16 ml 0,67 ml
Tris-SDS pH 8,8 2,50 mi -
Tris-SDS pH 6,8 - 1,25 ml
10% SDS-L6sung 104 50ul

MilliQ-H ,0 3,17 ml 3 ml
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APS 10% 5l 25ul
TEMED 10ul 4ul
Endvolumen 10 ml 5ml
- Tris-SDS, pH 8,8: 0,75 M Tris-HCI 118,2 g

2,0 g SDS

ad 1 | MilliQ-H.0, pH 8,8 einstellen

- Tris-SDS, pH 6,8: 0,25 M Tris-HCI1 39,4 g
2,0 g SDS
ad 1 | MilliQ-H0, pH 6,8 einstellen

- 10% APS: 1 g Ammoniumpersulfat mit MilliQ-k0 ad 10 ml

Es wurde ein 12,5 %-iges SDS-Gel verwendet, uniPdi¢éeine mit hohem Molekulargewicht
(>40-50 kD) zu erfassen. Die Komponenten des Trelsngurden zusammenpipettiert und
mit einer Mikrotiter-Spritze luftblasenfrei in di&elkammer gefillt. Um eine glatte
Trennflache zwischen den Gelen zu erhalten und @&alymerisationshemmung durch
Luftsauerstoff zu verhindern, wurde die Trenngetludig mit 1 ml 100% Ethanol

Uberschichtet. Das Sammelgel wurde nach Abhéartesgidenngels ebenfalls langsam in die
Gelkammer gespritzt. Dann konnte der Probenkammgeéigt werden. Der

Polymerisationsvorgang betrug etwa 30 bis 60 min.

3.7.2 Probenvorbereitung

Die Proteinlosung (je 2Qug) sowie das Markerprotein werden 1:1 mit dem Lydskep

gemischt und 5 min bei 95°C im Thermoblock erhitztl dann abzentrifugiert.

- Lysepuffer: 50 ml Tris-SDS, pH auf 6,8 einstellen
49 SDS
20 ml Glycerol
10 ml 2- Mercaptoethanol
500 pl Bromphenolblau
100 ml MilliQ-H20
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3.7.3 Auftrennung der Proteine durch Elektrophorese

Das Gel-Glas-Sandwich wurde in einer vertikalenchdglapparatur eingespannt, der
Probenkamm entfernt und die beiden Pufferkammetnktektrophoresepuffer geftllt. Mit

einer Mikrotiter-Spritze wurden 20 pg Proteinprdizv. Markerproteine (Amersham) in die
Geltaschen eingefullt. Die Elektrophorese erfolgée konstanten Bedingungen, bei 120 V
bendtigte die Auftrennung ca. 110 min. Die Trennwag beendet sobald die Lauffront den

untersten Rand der Flachgelapparatur erreicht.hatte

3.7.4 Elektrophoretischer Proteintransfer

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Tremm Sammelgel gelést und
funfmindtig im Kathodenpuffer inkubiert. Das Filpapier und die Membranen wurden
zugeschnitten. Die Transfereinheit wurde wie untargestellt, zwischen horizontalen

Plattenelektroden aufgebaut, ohne dabei LuftblaggzuschlieRen.

Kathode (oben)

3 Filter getrankt mit Kathodenpuffer

SDS-PAGE Gel

Transfermembran (mit Anodenpuffer Il befeuchtet)
2 Filter getrankt mit Anodenpuffer Il

2 Filter getrankt mit Anodenpuffer |

Anode (unten)

- Kathodenpuffer:  Tris-HCI 3,94 g, Norleucin 5,24 g ad 1 | MilliQ.B, pH 9,4 einstellen

- Anodenpuffer Il: ~ Tris-HCI 3,94 g, ad 1 | MilliQ-HO, pH 10,4 einstellen

- Anodenpuffer I Tris-HCI 42,28 g, ad 1 | MilliQ-ED, pH 10,4 einstellen

- Entfarberlosung: 300 ml Methanol, 100 ml Essigséaure, ad 1 | IQi#H.0

- Farbeltsung: 500 ml Methanol, 100 ml Essigsaure, 1 Tbl. Ph@sti Blue R
(Coomassie Blue R-350), ad 1 | MilliQ-6
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Der Transfer erfolgte bei konstanter Stromstark@O(ZnA). Bei Raumtemperatur dauerte
dieser etwa 60 min. Anschlieend wurde das Gelz@&miminitig in der Farbelésung
inkubiert und dann mit Entfarberldsung gewaschen.

Zur Markierung der Position der Referenzproteinedewlie Membran fur etwa 3 min in

10 % Ponceau-S-LOsung (Sigma- Aldrich Chemie Gnibélsenhofen) inkubiert, in MilliQ-
H,0 gespult und die Markerproteine gekennzeichnet. Ndémbranen lagerten Uber Nacht in
Blockmilch: 5 % Magermilchpulver und 0,02% NaiN PBS bei 4°C.

3.7.5 Immunochemische Detektion

Nachdem die Membranen 2x5 min in TTBS gewascheml@&nyrinkubierte man sie fir

30 min in 5% Magermilchpulver/ TBS (1 ml Serum+19 T8S). Die Membranen ruhten
dann fir 2 Stunden bei Raumtemperatur in der Anpgddosung |. Es schloss sich erneut ein
Waschvorgang mit TTBS fur 3x5 min an. In der Antgérlosung Il wurden die Membranen
fir 45 min bei Raumtemperatur belassen, um hintextreeut 3x20 min mit TTBS gewaschen
zu werden. In diesem Experiment wurden der Anti-&tmin-/ Anti-Cytokeratin- Antikdrper
1:500 und der Zweitantikbrper Anti-Maus 1:5.000 wendet. Sodann wurden die
Membranen in der ECL-PLUS Detektionslosung (Amemshaehnmindtig inkubiert und in
der Dunkelkammer auf einen Rontgenfiim gelegt. D& delichtungszeiten sehr

unterschiedlich sein kdnnen, missen diese indillidusgetestet werden.

- TTBS: Tween Tris Buffered Saline: 0,05% Tween+TBS (Rb&uf 500 ml)
- TBS: Tris-HCI 15,76 g + NaCl 8,77g ad 1 | MilliQ-B, pH 7,5 einstellen
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3.8 Materialien und Geréate

3.8.1 Chemikalien

Sigma

Riedel de Haén

Merck

Roth

Amersham Bioscience

0.9 I.E. Endonuclease E-8263

Dithiothreitol D-9779

Jodoacetamide J-1149

Sodium-Thiosulfat S-6672

Urea U-6504

CHAPS C-5849

Tris-Base (TrishydroxymethylaminomethanelflNO3) T-1503
Tris-HCL T-3253

SDS-Lauryl Sulfae (Sodium dodecy sulfate)309
Sucrose (Saccharose) S-9378

TEMED T-9281

Acrylamid-Lsg. A-3699

TBS (20 mM Tris, pH 7,3; 150 mM NacCl)

TTBS (0,05% Tween+TBS)

Ponceau- Losung 10%

Essigsaure min. 99,8% Analytic Beag3209
Ethanol absolut fur Analyse 32205
Natriumcarbonat 31432
Formaldehyd 37 Gew.% 15512

Silbernitrat 1.01510.0050
Pefabloc (Pefabloc-SC(4-(2-AminoethylbenzolsulfeRidurid-
hydrochloride) 1.24839

Natriumacetat Art. 6773.1
Glycin Art. 3908.2

Ettan TM DALT Buffer Kit 17-6002-50
100x Anode-Buffer 75 ml
10x Cathode-Buffer 2x125 ml
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Gel-Buffer 60 ml

Sealing-Solution 12x1 ml (Agarose+BromphenaBl
Immobiline TM Dry Strip, pH 4-7, 24 cm
17-6002-46

Ettan TM DALT Gel 12.5 17-6002-50

ECL + Plus Western Bloting Detection System
RPN 2132

Pharmacia Biotech Pharmalyte 3-10 for IEF 17-00%56-
Dry Strip Cover Fluid Plus One (Mineral6l)

BIO RAD BIO RAD Protein Assay
2-Mercaptoethanol 161-0710

Uptima Interchim BSA-Standard for Protein Assay @ ml

DAKO Cytokeratin Mouse Klon MNF 116 Code MO821

Medium (DMEMHAM'S F12)+Glutamin, Penicillin/ Strepnycin, FCF (Fetal calf serum)

3.8.2 Gerate
Amersham Bioscience Immobiline TM Dry Strip, pH 424 cm
17-6002-46
Ettan TM DALT Gel 12.5 17-6002-36
Amersham Pharmacia IEF Electrode Sir@9(St.) 18-1004-40
Biotech Power Supply and ControltU8eparation Unit

3025-609-0

Ettan Dalt 1l System 3025609-0

Hoefer Automated Gel Stainer 3025607-0
IPG-phor 3023930-0

Glass Plates for Hoefer Vertcal Stab Gels SEP26



HOEFER

BIO RAD

Varifuge

Heraus Instruments

Liebherr Glasline

Sartorius Research

Leica

Kobe Laborbedarf
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Mighty Slim SX 250 Power Supply
Dual Gel Caster Mighty Smal SE 245
Imaging Densitometer GS-700

Zentrifuge 3.0RS

Biofuge Fresco 3018547-0
Biofuge 28 RS
Brutschrank

Arbeitsbench
Tiefkidhlschrank -80°C

Kuhlschrank -36°C
Kuhlschrank -20°C

Analysenwaage

Mikroskop MPS 32

Millipore Anlage
Wasserbad

Greiner Labortechnik Multiwell Zellkultur Platten

MWG Biotech

Weiteres

ELISA Reader

Skalpelle, Pinzetten, Rasiermesser rgih
Pipetten, Pipettus, Glaspipetten, Stopfen
Petrieschalen fur Zellkultur, Falcontubes
Potter, Vortex, Zellabschaber, Absaugpumpe

Eppendorfcups
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4 Ergebnisse

4.1 Nachweis der Proteinexpression bei Hypoosmolaisung

In meiner Arbeit wurden Epithelzellen des m-TAL-Absitts der Nephrone Zellen aus
Schweinenieren gewonnen, unter Kontroll- und hypmiaren Bedingungen kultiviert und

aufgearbeitet. Es wurden SDS-Gele jeweils mit gg@esamtprotein beladen und durch die
Silberfarbung visualisiert. Mit dem PDQuest-Beatlnegsprogramm wurde der paarweise
Vergleich der aufgetrennten Proteine durchgefuhfbweichungen zwischen den

Proteinmustern der Kontroll- und der behandelteape wurden optisch erfasst. Durch das
Bearbeitungsprogramm und die Analyse durch die @@t AG Dortmund, wurde das

individuelle Molekulargewicht der einzelnen Proteiond deren Isoelektrische Punkt (pl)
bestimmt. Mit Hilfe dieser Daten erfolgte, wie inbBildung 4 und 5 gezeigt, die

Proteinidentifizierung. Besonders die Proteine \ftire (Protein 1 mit 44,5 kD; pl 4,7) und

Cytokeratin 8 (Protein 2 mit 42,4 kD; pl 5,1) zeigt unter der Behandlung mit

hypoosmolarer Losung eine Intensitatsveranderurgegeben in ppm: parts per million

(ODxFlache).

Abb.4 Protein 1- Vimentin ldentifizierung des Proteins- Vimentin mit Peptiass-
Fingerprint (Protagen AG)

Protam Propert:es

Mw -seq. 44.5kDa pl-seq. 4.7
Mw-gel 75.0kDa pl -gel 5.0

Sequence
coverage 226 /1 380 aa (59.5 %)

:Alias Proteins

Proteins with identical sequanca

Accession /' Source DB : Reference Name

@i|860908 emb CAA60679 vimentin Cricetulus griseus
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Abb.5 Protein 2- Cytokeratin 8 Identifizierung des Proteins- Cytokeratin 8 mit Bagp
Mass-Fingerprint (Protagen AG)

Protein Properties

Mw -seq. 42.4kDa pl-seq. 5.1
Mw -gel  70.0 kDa pl - gel 5.2

Sequence
coverage

191/370 aa (51.6 %)

Alias Proteins
Proteins with identical sequence:

Accession /- Source DB

'Reference Name
gil125109 sp P05786 K2C8_BOVIN Keratin, type Il cytoskeletal 8 (Cytokeratin 8)
(Cytokeratin A)
gil163245 gb AAA30598 type Il cytokeratin A (no.8)
gil481 emb CAA31370 cytokeratin 8 (370 AA) Bos taurus
gi|89631 pir A25004

A25004 keratin, 53K type || cytoskeletal - bovine (fragment)

Wie in Abbildung 5 verdeutlicht, wurden durch digoteinanalyse der Protagen AG
Dortmund verschiedene Proteine mit identischen &exgn gefunden, die jedoch alle dem
Cytokeratin des Rindes zugeordnet werden konntenie Dbben genannten
Proteinverdnderungen sind in der Abbildung 6 ddejes Auf diesem Originalgel der
behandelten Gruppe, finden sich verschiedene Retdie zum einen vermehrt exprimiert
wurden, zum anderen finden sich Proteine, wie A@gtthMW, 5,2 pl), Elongationsfaktor (32

MW, 4,3 pl), Gluthation S Transferase (25 MW, 5I} die als Markerproteine dienen.
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4.1.1 Densitometrische Auswertung

Zum Vergleich der jeweiligen Proteinquantititen dem durch das PDQuest
Bearbeitungsprogramm Histogrammgraphen erstelltDiagramm der Abbildung 7 ist die
durchschnittliche Quantitat von 6 Probepaaren (6tkadl- und 6 mit hypoosmolarer Losung
behandelte Gruppen) aufgezeigt, dabei ist der dqatmeé Unterschied beider Gruppen
ersichtlich. Verglichen mit der Kontrollgruppe farsich in der behandelten Gruppe eine
Zunahme der Proteinintensitat um das 12fache vOnp®2n auf 7800 ppm. Diese deutlichen
Intensitatsunterschiede der Proteine wurden nidht jgdem Protein in der behandelten
Gruppe vorgefunden. Im Allgemeinen zeigten die bdkden Zellen keine ausgepragten
Modifikationen des Proteoms, obwohl vermutet wurdass zahlreiche Proteine in ihrer

Expression beeinflusst wurden.

Abb.7 Vergleich der durchschnittlichen Proteinquanitat von je 6 Probenpaaren
(6 Kontroll- und 6 mit hypoosmolarer Lésung behand#ée Gruppen) Im Unterschied zur
Kontrollgruppe fand sich in der behandelten Gruppe Zunahme der Proteinintensitat um

das 12fache von 630 ppm auf 7800 ppm

* %

10000~
7500+
5000~

2500+
04 .

Konfrolle Hypoosmolar

ppm (OD x Fliche)
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Abb.8 Vergleich der durchschnittlichen Proteinquanitat von je 5 Probenpaaren

(5 Kontroll- und 5 mit hypoosmolarer Losung behand#e Gruppen) Im Unterschied zur
Kontrollgruppe fand sich in der behandelten Gruppe Zunahme der Proteinintensitat um
das Doppelte von 905 ppm auf 2.051 ppm

* %

2500~
S 2000-
=
» =
2 1500
< 1000 T
& 500-

0

Konfrolle Hypoosmolar

Abbildung 8 fasst die durchschnittliche Quantités €ytokeratin 8 von 5 Probenpaaren

(5 Kontroll- und 5 mit hypoosmolarer Losung behdi@&ruppen) zusammen.

Wie dem Diagramm zu entnehmen ist, kommt es zun@ésssteigerung in der behandelten
Probe. Die Werte der Kontroll- und der behandeenppe des CK 8 zeigen im Vergleich zu
denen des Vimentins, weniger auffallige Differenzes ergaben sich Durchschnittswerte der
Kontrollgruppe von 905 ppm und Werte von 2.051 ppnder behandelten Gruppe. Im
Vergleich Kontroll- mit behandelter Gruppe kannesierdopplung der Proteinintensitét
aufgezeigt werden. Weshalb diese deutlichen Urtiemde beziglich der Proteinexpression
zwischen Vimentin (12fache Zunahme) und Cytoker8tifverdopplung) festzustellen sind,
ist noch ungeklart. Zu erkennen ist, dass die Rr@téimentin und Cytokeratin 8 auch in der
Kontrollgruppe vorzufinden waren, jedoch durch Be&handlung mit hypoosmolarer Losung
vermehrt exprimiert wurden. Somit wird angenomméaiss die hypoosmolare Lésung zur
Modifikation in der Proteinexpression fihrte. Dieiden vergroRerten Ausschnitte in
Abbildung 9 und 10 zeigen vier Detailansichten abdginalgelen und sollen diese
Modifikationen verdeutlichen. Die mit Rahmen versedn Proteine verdeutlichen die
Proteinexpression der behandelten Gruppe, im Gagerar Kontrollgruppe. Beide Proteine
wurden durch den jeweiligen Peptide-Mass-Fingetprmt MALDI-TOF-MS: ,Matrix-

Assisted-Laser- Desorption/ lonisation* und durde Massentrennung nach der Flugzeit
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(Time of Flight) analysiert und als die Proteineméntin (Protein 1) und Cytokeratin 8
(Protein 2) identifiziert. Bei diesen Proteinen el es sich um Intermediare Filamente, die
wesentliche Bestandteile des Zytoskeletts sindjléeeét. al., 1983].

Diese Ergebnisse sind durch ein zweites Verfaldem Antikbrpernachweis von Vimentin
und Cytokeratin 8 durch Western Blot, bestétigt dem. Das Protein Vimentin, das nur in
mesenchymalen Zellen nach der Geburt gebildet wiedgt ein erneutes Auftreten in
epithelialen Zellen in vivo unter pathologisch vetérten Konditionen und in vitro
angelegten Primarkulturen [Bachmann et. al., 1988je Expression von Vimentin ergibt
sich immer dann, wenn epitheliale Zellen ihre rdand Organisation verloren haben und
ihre mitotische Aktivitat gesteigert ist, beispietise wahrend Reparationsvorgangen nach
Nierenzellschadigungen [Runembert et. al., 2008k Dytokeratin 8 stellt eine Komponente
von Desmosomen dar, die als Zellverbindungen dabigét und Erhalt der Zellen, sowohl
bei mechanischen als auch osmotischen Stressai@fiiisichern sollen [Mark Xu et. al.,
2001]. Die Ergebnisse des Experimentes lassen diicbh den studentischen t-Test als
signifikant bezeichnen. Eine Signifikanz der Andeyun der Vimentinexpression zeigt sich
mit einem p-Wert von 0.0043 und die der Cytoker&iBxpression durch einen Wert von
0.0022.

4.1.2 Intensitdtszunahme bei Vimentin und Cytokeratin 8

Abb.9

Kontrolle ypoosmoae Losung
(unbehandelt) (behandelt)

Protein 1: Vimentin

VergroRerter Ausschnitt von je zwenwonsgesamt 6 Originalgelen

Links: Protein 1 in der Kontrollgruppe (Kontraibbe)

Rechts: Vermehrte Expression des Protein 1 imdehypoosmolarer Losung
behandelten Proben.



-40 -

Abb.10

Kontrolle
(unbehandelt) (behandelt)

Hypoosmolare Losw

Protein 2:.Cytokeratin 8

VergroRerter Ausschnitt von je zwemnvonsgesamt 5 Originalgelen

Links: Protein 2 in der Kontrollgruppe (Kontnaibbe)

Rechts: Vermehrte Expression des Protein 2 inmdenypoosmolarer Lésung
behandelten Proben

4.2 Analysen durch MALDI

Abb.11 Bestimmung von Molekulargewicht und Isoleletischen Punkt der Proteine
Vimentin und Cytokeratin 8 durch MALDI

MW- PI- Sequenz - Intensitat -
Protein Sequenz Sequenz Abdeckung Abdeckung
Vimentin-
Cricetulus 44,5 kD 4,7 59,5 % 58,5 %
griseus
Cytokeratin 8
Bos taurus 42,4 kD 51 51,6 % 43,2 %
MW=Molekulargewicht Cricetulus griseus=Hamster

Pl =lIsoelektrischer Punkt Bos taurus FRi
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Durch die Bestimmung von Molekulargewicht und deszgellen Isoelektrischen Punkts der
einzelnen Proteine, erfolgte die Analyse der Pnet®iimentin und Cytokeratin 8 mit MALDI

(Matrix-Assisted-Laser- Desorption/ lonisation).

4.2.1 Proteinsequenz Vimentin -Cricetulus grisétesngster)

Abb.12 Proteinsequenz fir Vimentin der Spezies Cretulus griseusDie Proteinsequenz
wurde der Nukleotiddatenbank entnommen (Acessiomidér:gi/860908).
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Uber die Peptide-Mass-Fingerprint-(PMF) Messungiedirhman eine mit der Vimentin-
Sequenz des Hamsters CAA60679 (gi/ 860908) Ube¢maimende Sequenzabdeckung. Dabei
ergab sich ein Molekulargewicht von 44.5 kD und pinvon 4.7 (Abbildung 11). Wie in
Abbildung 12 verdeutlicht, wurden von 380 AminosiuR26 zugeordnet, somit besteht eine
Ubereinstimmung von 59,5 %. Die folgenden SequebgeAnitte konnten durch den PMF
eindeutig identifiziert werden und sind in Abbilduf®2 und 13 dunkel hervorgehoben.

TNEKVELQELNDR
VELQELNDR
LGDLYEEEMR
EEAESTLQSFR
NLQEAEEWYK
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FADLSEAANRNNDALR
LLEGEESR
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Fir meine Arbeit wurden ausschlie3lich Schweinemerprapariert, so dass eine
Kontamination mit Hamstergewebe im Verlauf des Ekpentes ausgeschlossen werden

kann.
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Aus diesem Grund erfolgte der Vergleich von Vimerdes Schweins (Sus scrofa) und des
Hamsters (Cricetulus griseus) mit Eintragen der ND&tenbank. Die Aminosauresequenz
des Schweins wurde erstmalig von Geisler und W&BépP beschrieben [Geisler N. et. al.,
1992]. In diesem Zusammenhang stellte er Uberlaggunmit Sequenzbereichen des
Hamster-Vimentins fest. Jedoch ergaben sich Urteade sowohl in der Proteinlange, als
auch in einigen Bereichen ihres Sequenzmusters. Basister-Vimentin besitzt 380
Aminosauren, wohingegen das Schwein 273 aufweist.dié Variabilitdt der Struktur des
Vimentins in anderen Organismen zu untersuchendevuwie in Abbildung 13 gezeigt, die
Uberlagerungen von Vimentin des Hamsters, des Memsaler Hausmaus und des Schweins
durchgefuhrt. Festzustellen ist, dass die Hausmaiud46 lber die langste und das Schwein
mit 273 Uber die kirzeste Aminosauresequenz verfhigimster und Hausmaus lassen,
abgesehen von ihrer unterschiedlichen Aminosaueatneine nahezu identische Abfolge

erkennen.
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Abb.13 Vergleich der Proteinsequenz des Vimentins der Spes Cricetulus griseus,

Homo sapiens, Mus musculus und Sus scrof@ie Proteinsequenzen wurden der NCBI
Nukleotiddatenbank entnommen.
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Sequenz 1:  @gi/860908 Vimentin-Hamster (Cules griseus) 380 aa
Sequenz 2:  @i/5030431 Vimentin-Mensch (Honmeszs) 354 aa
Sequenz 3:  @i/2078001 VimentiruBlaaus (Mus musculus) 446 aa
Sequenz 4.  gi/418884 VimentewB8ein (Sus scrofa) 273 aa
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4.2.2 Proteinsequenz Cytokeratin 8 -Bos taurus

Abb.14 Proteinsequenz fiir Cytokeratin-8 der Spezie8os taurus Die Proteinsequenz
wurde der NCBI Nukleotiddatenbank entnommen (Aagsslumber:gi/125109).
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In dieser Probe konnte durch die PMF Ubereinstingndias K2C8 BOVIN Keratin, type I
cytoskeletal 8- Cytokeratin 8 (CK A) P05786 (gi/51P9) gefunden werden. Dieses Protein
besitzt, wie in Abbildung 11 aufgelistet, ein MWnvd2.4 kD und einen pl bei 5.1. Von

370 Aminosauren konnten 191 zugeordnet werden,t smsieht eine Ubereinstimmung von
51,6 %. Diese 191 Aminosauren sind in Abbildung ddd 15 aufgefuhrt. Folgende
Sequenzabdeckungen konnten dabei eindeutig ideetifi werden und sind daher in
Abbildung 14 und 15 dunkler hervorgehoben.
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Abb.15 Vergleich der Proteinsequenz des Cytokeratir8 der Spezies Bos taurus und
Homo sapiensDie Proteinsequenzen wurden der NCBI Nukleotiddzdek entnommen.

Sequenz 1. @i/125109 Cytokeratin 8 (Bos taurus 370 aa
Sequenz 2: @i/37555893 Cytokeratin 8 (Homaoeses) 482 aa

Durch MALDI konnte CK 8 mit bovinen Ursprung idefitiert werden und es wurde

versucht ein Zusammenhang zum Cytokeratin 8 dew&ohk herzustellen. Die Suche in den
Datenbanken ergab, dass Eintrage Uber das Cytok8rdes Schweins nicht zur Verfligung
stehen und somit die Auswertung der Ergebnisseunuolistandig durchfihrbar war. Der

Vergleich der CK 8 Aminosauresequenz des Schwemtsdes Rindes konnte aus diesem
Grund nicht erfolgen. Wie in Abbildung 15 dargdstetoll durch Sequenzvergleich die

Kontamination durch humanes Material wahrend desEments ausgeschlossen werden.
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4.3 Nachweis von Vimentin und Cytokeratin 8 im \estBlot

Durch die massenspektrometrischen Analysen konrgewohl der pl als auch das
Molekulargewicht des Vimentins und des Cytoker&tiangegeben werden. Fur den Western
Blot wurde der Versuch mit jeweils zwei verschiegleriProbenpaaren durchgefiihrt, wobei
eine Gesamtproteinmenge von 2§ eingesetzt wurde. Man erkennt in Abbildung 16 Wid
dass ahnlich wie in den 2-D Gelen, Unterschiedes@wen der Kontroll- und behandelten
Gruppe vorliegen, besonders im Bereich von 40- @3dssen sich relevante Veranderungen
aufzeigen. Durch die Suche in Datenbanken lie3 $shstellen, dass sich das Protein
Vimentin in einem Bereich von 44.5 kD befindet. VileAbbildung 16 dargestellt, erkennt
man in der behandelten Gruppe eine Intensitatsro@ater untersten Bande bei ca. 44 kD,
die Vimentin zugeordnet wurde. Die aullerhalb deseévitin- spezifischen Bereiches
liegende Bande (50-80 kD), zeigte ebenfalls einakRen auf den Vimentin-Antikorper.
Moglicherweise handelt es sich um ein unspezifiscBenden des zweiten Antikdrpers,
jedoch kann es sich auch um eine Vimentin-lsoforrandeln. Weiterfihrende
Untersuchungen mussten dies klaren. Die Abbilduigvérdeutlicht bei 42.4 kD eine
Intensitdtszunahme der Proteine in den behandeBewppen. Das im Western Blot
aufgetrennte Cytokeratin 8 befindet sich in diegasmeich und so wurde die unterste Bande
dem Cytokeratin 8 zugeordnet. Gleichzeitig liefhsine zusétzliche Bande bei ca. 55 kD
feststellen. Da die Aminosauresequenz des CK &dkweins noch nicht bekannt ist, konnte
keine vollstandige Analyse erfolgen. Durch den esgjzten Antikdrper wurde
moglicherweise eine zusatzliche Bande erkannt,cjed@nnen auch Cytokeratin-Isoformen

in den Proben vorhanden gewesen sein.
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Abb.16 Westernblotanalyse fur Vimentin (Protein-1)  Solubilisierte Proteine aus
Nierenepithelzellen des Schweins wurden nach detelehoretischer Auftrennung und
Membrantransfer mit einem Antikdrper gerichtet ged@mentin inkubiert. Vimentin weist
ein Molekulargewicht von 44,5 kD auf. In der behalteh Probe (H2) zeigt sich eine
Intensitdtszunahme, im Bereich von 44,5 kD. Preteid4,5 kD konnten nicht eindeutig
zugeordnet werden
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Abb.17 Westernblotanalyse fur Cytokeratin 8 (Proten-2) Solubilisierte Proteine aus
Nierenepithelzellen des Schweins wurden nach detelehoretischer Auftrennung und
Membrantransfer mit einem Antikdrper gerichtet ge@ytokeratin inkubiert. Cytokeratin 8
weist ein Molekulargewicht von 42 kD auf. In dermbedelten Probe (H2) zeigt sich eine
Intensitdtszunahme, im Bereich von 42 kD. Proteid®,4 kD konnten nicht eindeutig
zugeordnet werden



-48 -

5 Diskussion

5.1 Ergebnisse Massenspektrometrie

5.1.1 Vimentin

Durch den Peptide-Mass-Fingerprint (PMF) war es lrobigdie Proteine Vimentin und
Cytokeratin zu identifizieren. Somit wurde zum eirtem Protein 1 die Vimentinsequenz des
Hamsters zugeordnet, zum anderen wurde das Pt bovines Cytokeratin 8 analysiert.
Vimentin zeigte bei 226/380 Aminosauren eine Segakdeckung von 59,9 % und
Cytokeratin 8 bei 191/370 Aminosauren eine Ubet@msung von 51,6 %. Wie oben
erwahnt, ergab die Proteinidentifizierung eine ®&gy die dem des Hamstervimentins
entspricht, obwohl im Experiment Schweinezellenwesrdet wurden. Eine Kontamination
mit Hamsterzellen kann dabei ausgeschlossen weldtendas Analyseergebnis zu erklaren,
wurde die Vimentinsequenz mehrerer Spezies vemglicbabei lieRen sich Abweichungen
beim Schwein gegenlber den anderen Organismennfiridie Vimentinsequenz der Maus
war die langste unter den verglichenen Sequenzschiedener Spezies, deshalb wurden alle
anderen ihr angeglichen. Ab der 93. AminosaureMiaissequenz fand sich eine annahernd
gleiche Abfolge beim Mensch, Hamster uMi@dus, wohingegen die Sequenz des Schweins
erst ab der Aminosdure 173 begann. Fur alle vigga@ismen lieRen sich ab der 270.
Aminosaure Gemeinsamkeiten feststellen. Aufgrund gimnetischen Ahnlichkeit zwischen
dem Hamster und der Hausmaus fand sich eine fastisg¢he Abfolge der Vimentinsequenz.
Unterschiede ergaben sich nur in ihrer Lange: diagthaus besitzt 446 und der Hamster 380
Aminosauren. Beim weiteren Vergleich zeigten sigtevante Ubereinstimmungen der
Sequenz vom Hamster und des Menschen. Obwohl \erawerde eine Kontamination durch
den Experimentator wahrend des Experimentes sogg&rie moglich zu halten, kann sie
jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden Abnosauren, die durch PMF eindeutig
zugeordnet werden konnten, wurden mit dem Muster Mienschen verglichen. Dabei
konnten Unterschiede in den Sequenzen festgesteditden. Wie die Ergebnisse
verdeutlichen, lasst sich die durch PMF gefundesgu8&nz der Aminosauren 81 bis 93 nicht
mit der des humanen Vimentins abdecken (Abbilduig Aufgrund der Langendifferenz des
menschlichen Vimentins begann die Abfolge erst ab38. Aminosaure. Dieser Vergleich
wurde mit der vollstandigen Sequenz des Menscheaohdeaflihrt, so dass man annehmen
kann, dass dieses Segment beim Menschen nichtmomko
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Weiterhin fanden sich, wie in Abbildung 13 aufgeteirbweichungen von 2 Aminoséuren
der Position 297 und 318 zwischen Maus und Mendah,jedoch mit der Sequenz des
Schweins Ubereinstimmen. Da das Schwein mit 273nAsdiuren die kirzeste Abfolge aller
verglichenen Organismen aufwies, lie3 sich auch keene Abdeckung der Bereiche 81 bis
93 vorfinden. Wie in Abbildung 12 verdeutlicht, vier diese Region zwar durch den PMF
eindeutig erkannt, jedoch konnte sie weder beimn@eoh noch beim Menschen festgestellt
werden. Daher wird vermutet, dass es sich um eineiin-Isoform des Schweins handelt,
die in dieser Studie erstmals gefunden wurde. Rasv8in zeigt zwar erst ab der Aminosaure
272 die gro3te Gemeinsamkeit im Vergleich mit damemen Organismen aber die
Ubereinstimmung der Aminosaure 297 und 318 sprefineaine genetische Zuordnung. Zu
bedenken ist, dass durch den PMF von 380 nur 22éndsaéuren dem Vimentin des

Hamsters zugeordnet werden konnten und sich saeniedtlichen 154 Aminosauren von der
Sequenz des Hamsters unterschieden. Es wird vearmddss es sich deshalb bei der
gefundenen Sequenz, um eine noch unentdeckte msoftas Vimentins des Schweins
handelt. In der Literatur sind momentan keine Amgnabber Schwein-Vimentin-Isoformen zu

finden. Moglicherweise handelt es sich auch umRintein, das zwar Ahnlichkeit mit der

Vimentin-Struktur aufweist aber einer anderen Rnfaenilie angehdrt.

5.1.2 Cytokeratin 8

Als weiteres Analyseergebnis wurde durch PMF dasnieoCytokeratin (CK) 8 bestimmit.
Als Zellmaterial wurden, wie oben erwdhnt, Schweéllen verwendet. Durch Recherchen
sollte ein Vergleich der CK 8 Sequenz des Rindeab der des Schweins erfolgen. Da die
verfugbaren Datenbanken die Abfolge der Schweinesggnicht beinhalteten, konnte dieser
Vergleich nicht durchgefiihrt werden. Zusatzlichéetaturangaben [Margin et. al., 1986],
beschreiben eine Homologie zwischen dem bovinendemd humanen CK 8, so dass es nun
auszuschlieen galt, dass es sich bei dem Anagesis um Folgen menschlicher
Kontamination handelt. Aus diesem Grund wurde dieckd PMF angegebene Sequenz mit
der des Menschen verglichen und wie in der Abbidut0 verdeutlicht, relevante
Unterschiede gefunden. Zum einen ist die humanelgéfmit 482 Aminosauren langer als
die des Rindes mit 370, zum anderen lassen sichefsbwngen bei verschiedenen
Aminosauren feststellen. Beim Vergleich der menshkeh mit der bovinen Sequenz fanden
sich keine Ubereinstimmung der Aminosauren dertosi24, 136, 177, 184, 188, 195, 224,
269, 280, 421, 422 und 446.
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Daher wird angezweifelt, dass menschliches Cytdker® die Proben kontaminiert hat.
Jedoch muss bedacht werden, dass im Experimentendigerweise mit bovinen Medien
gearbeitet wurde und aus diesem Grund mogliche liSsd auf das Ergebnis nicht
ausgeschlossen werden konnen. Sowohl die behamdefeoben, als auch die
Kontrollgruppen wurden mit bovinem Medium behandeitie aber in Abbildung 8
verdeutlicht, fand sich bei den behandelten Pradra verstarkte Proteinexpression. Somit
wird angenommen, dass diese Proteinveranderung sucbh die Behandlung der Zellen mit
bovinem Medium verursacht wurde. Da das CK 8 Mude= Schweins in den Datenbanken
nicht verfliigbar war, konnten keine definitiven ugekicherten Aussagen uber seine Struktur
oder Besonderheiten gemacht werden. So ist es chjglass es sich bei der gefundenen
Sequenz um das Cytokeratin 8 des Schweins hadedibch kann man sagen, dass sich auch
Ubereinstimmungen mit der Sequenz des Menschendendles Rindes feststellen lieRen
(Abdeckung 51,6%, siehe Abbildung 5). Im Experimekdnnte der Einfluss von
hypoosmolarer Lésung auf das ExpressionsmusternvdiAL Zellen des Schweins belegt
werden. Ob es sich bei diesen Modifikationen unfiolsnen bekannter oder um unentdeckte

Sequenzen handelt, ist unklar.

5.2 Auswertung Western Blot

5.2.1 Vimentin

Mit Hilfe einer zweiten Methode wurde das Analygghnis bestatigt. Wie in Abbildung 16
und 17 dargestellt, wurde fur Kontroll- und behdteleGruppe ein Marker verwendet,
wodurch man das entsprechende MolekulargewichPd#eine ablesen kann. Dies war zuvor
durch den Peptide-Mass-Fingerprint mit MALDI bestimwurden. Wie oben erwahnt,
fanden sich sowohl in den Kontroll- als auch in dexhandelten Proben, die Proteine
Vimentin und Cytokeratin 8. Durch den Western Blotar es mdoglich eine
Intensitatszunahme, in den behandelten Proben maeligen. Vimentin besitzt ein MW von
445 kD wie in Abbildung 16 dargestellt. Man erkenferanderungen in der behandelten
Gruppe bei diesem MW, somit kann man annehmen, elasikh bei der untersten Bande um
Vimentin handelt. Es fallt auf, dass aul3erhalbetid3ereiches, bei 50-80 kD weitere Banden
zu erkennen sind, die im Vergleich zu der des Viinenkraftiger und intensiver sind. Da
durch den PMF das MW von Vimentin bei 44,5 kD bastt wurde, lasst sich vermuten, dass
es sich bei den zusatzlichen Banden um IsoformesediProteins handelt.
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Durch die Auswertung der Aminosauresequenz konmseformen des Vimentins nicht
ausgeschlossen werden und somit dienen o0.g. Eggebals Bestéatigung dieser Vermutung.
Eine weitere Ursache fir die zusatzlichen Bandemte der zu unspezifische Antikorper

sein.

5.2.2 Cytokeratin 8

In der Abbildung 17 ist ein Cytokeratin 8-WestertotBdargestellt. Das Protein liegt im
Bereich von 40 kDa, das sich mit dem hypothetisckiéd von 42,4 kD deckt. Auch hier
lieBen sich Intensitatsunterschiede in der behtsmdProbe feststellen. Es wurden zwei
Banden pro Spur sichtbar, wobei sich die unterelbdiDa und die obere Bande bei etwa 52
kDa befindet. Zu erwahnen ist, dass ein CK-GesantikBrper eingesetzt wurde, der
moglicherweise zu unspezifisch war und zusatzliClggokeratine erkannt hat. Es ist jedoch
ersichtlich, dass durch die Stimulation mit hypootrer Losung die o0.g.
Proteinveranderungen herbeigefuhrt wurden. SowahEvitin, als auch Cytokeratin 8 zeigen
eine hdhere Expression in den behandelten Proleauch einen mittels 2-D Elektrophorese,

zum anderen im Western Blot nachgewiesen wurden.

5.3. Vorkommen & Funktion von Vimentin und Cytokens8

5.3.1 Vimentin

Die Analyse der mit hypoosmolarer Losung behande$®S-Gele ergab eine vermehrte
Expression der Strukturproteine Vimentin und Cytake 8 (CK 8). Als wesentliche

Bestandteile des Zytoskeletts der Saugetierzelleah Istermediare Filamente (IF) bekannt.
[Bachmann et. al., 1983]. Die IF-Proteine setzeoh swiederum aus verschiedenen
Komponenten zusammen, einschliel3lich Vimentin uybkeratin 8 [R.Kellner et. al., 2002].

Das Intermediare Filament der Klasse 3: Vimentiastébis heute noch Fragen offen,
beispielsweise Uber seine konkrete Funktion odechaseine Beeinflussung durch
verschiedene Medien. In vivo lasst sich Vimentirugtaachlich in mesenchymalen und
endodermalen Zellen des Embryos aber nur in megeralbn Zellen des Erwachsenen
vorfinden [Bachmann et al., 1983; Holthofer et, aB84]. In epithelialen Zellen wurde in
vivo unter pathologischen Bedingungen ein erneWtakommen festgestellt [Runembert et.
al., 2002].
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Wie die Re-Expression von Vimentin als Marker eizetlularen De-Differenzierung zu
sehen ist und wie entscheidend sie fur den ErkeltZetllstruktur bzw. Funktion ist, kann
noch nicht sicher gesagt werden. Die bisherigerertnisse tiber Vimentin deuten folgende
Funktion an: (1) Organisation anderer zytoplasrohéis Strukturen, wie Mikrotubuli und
Mikrofilamente und der Erhaltung der zellularen/lesken Form. (2) Sicherung der
Zellstabilitat bei mechanischem und osmotischenesStr(3) Membrantransport [Faigler et
al., 2000] und Granulasekretion [Pryzwansky and ridies, 1998]. (4) Ansammlung von
Lipidtropfen in Adipozyten und dem Metabolismus vbipoproteinen und dem Recycling
von Sphingosinen & Glycosphingolipide. (5) Zellaykl Weiterhin ist Vimentin bekannt als
ein Immediate-Early-Gen und (6) entscheidend inldesraktion mit verschiedenen Nicht-
Strukturproteinen, wie der Protein-Kinase C, derny®stin-1, dem Stress-Response-Protein,
als auch einer Co-Expression mit Cytokeratin 8 [syd 998].

In der normalen adulten Niere wird Vimentin hauptd@&h in den Glomeruli, den
BlutgefaRen und in intestinalen Zellen ausgebildeloch wurde keine Expression in den
tubularen Zellen beobachtet [Bachmann et. al., 1B8&hofer et. al., 1984].

Andere Studien zeigten eine vermehrte Expressiom Womentin in proximal tubularen
Zellen wahrend einer Wiederherstellungsphase nasdhamien oder nephrotoxischen
tubularen Nekrosen [Grossrau et. al., 1989; Grdnale 1987; Nouwen et. al., 1994; Wallin
et. al., 1992; Witzgall et. al., 1994],bei Niereltiz@zinomen [Dierick et. al., 1991; Holthtfer
et al., 1983; Waldherr und Schwechheimer, 1985] imKultur [Franke et. al., 1979;
Hatzinger et. al., 1988]. Dabei wird die Expressimm Vimentin unter 0.g. Konditionen als
ein Marker fir eine zellulare De-Differenzierunggasehen, wobei die Frage, ob das
Strukturprotein direkt in dem Wiederherstellungg@ss der Zelle involviert ist, ungeklart
bleibt. Durch die in meiner Studie induzierten ossahen Verédnderungen der m-TAL
Zellen, kann vermutet werden, dass die Zellen @seli Stresssituation mit einer vermehrten
Proteinexpression reagiert haben. Da die Zellem élveen festgelegten Zeitraum mit einer
hypoosmolaren Losung inkubiert wurden, beglnstitigs ein Wassereinstrom in die Zellen
und beeinflusste damit ihre natirliche osmotischearnmensetzung, so dass ich annehme,
dass aufgrund dieser Beeinflussung und der Gefahiverlustes der Zellstabilitat, Vimentin
vermehrt exprimiert wird. So beschrieben Baer &t. 1999, eine erhthte Expression von
Vimentin besonders dann, wenn epitheliale Zellere irhumliche Organisation verloren
haben und ihre mitotische Aktivitat ansteigt, weadpielsweise wahrend Wiederherstellungs-
bzw. Regenerationsprozessen nach Nierenzellschigbgu
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Moglicherweise kann Vimentin als Indikator fur tubepitheliale regenerative Aktivitaten
angesehen werden [Baer et. al., 1999]. Studien,edie Expression von Vimentin bei
geschadigten epithelialen Zellen untersuchten,Hresien ebenfalls eine entscheidende Rolle
des Proteins in der Aufrechterhaltung der Membrakair, um den Erhalt der
Transportfunktion zu erméglichen [Runembert et. 2002]. Andere Experimente ergaben,
dass Zellen, die vorUbergehend alkalinem Stresgeseszt waren, ebenfalls mit einer
gesteigerten Expression von Vimentin reagierenigeklet. al., 1997].

Neue Forschungsergebnisse verdeutlichten die Esipredes Proteins bei unterschiedlichen
Krankheitsbildern. So berichteten Shu Y et. al.020dass bei induzierten progressiven
Nierenerkrankungen im Tiermodell nach einem zwotihéntlichen Beobachtungszeitraum,
die Ratten Nephrosen mit tubulointestinalen Schadoteinurie und Glomerulosklerose
gezeigt haben und immunhistochemisch Vimentin naskisen war.

Weiterhin fanden sich bei durch Streptozytocin mdcer chronischer diabetischer
Nephropathie, die assoziiert ist mit Glomerulosider und tubulointestinaler Fibrose, mit
charakteristischer Proteinurie und progressiverleFninsuffizienz, sowohl eine gesteigerte
Bildung des collagen-binding-stress-proteins HSP (Aéat-shock-protein), als auch von
Vimentin. Liu D et. al., 2001, beschrieben, dienésdals Beweis einer durchlaufenen
tubularen epithelialen Zellschadigung.

Andere Arbeiten beschétftigten sich mit der Inkulratienaler tubularer epithelialer Zellen fir
den Zeitraum von 7 Tagen mit einer hoch konzenémeGlucoseldsung, hoch konzentrierter
Albuminlésung und niedrig konzentriertem bovinemu®e Dabei stellte man fest, dass eine
Expression von Vimentin und Cytokeratin induzieftdmund zugleich eine phanotypische
Transformation in mesenchymale Zellformen statdindli L et. al., 2003].

Aufgrund dieser Experimente bestatigt sich die Meéung, dass Vimentin bei verschiedenen

Nierenzellschadigungen und unter Stresseinflusaraigyt wird.

5.3.2 Cytokeratin 8

Cytokeratin 8 eine entscheidende Komponente vomidssmen, ist als spezielle Struktur an
den Oberflachen korrespondierender Zellen fur @i#hAftung verantwortlich. Dabei werden
Desmosomen in Geweben ausgebildet, die unter eshhitechanischem Stress stehen

[G. Mark Xu et. al., 2001]. Charakteristisch fur db@somen sind Verdichtungen im
Interzellularraum, die durch transmembrandse filstige Verbindungsproteine ermoglicht

werden und Haftplatten, die als spezielle Zytopmsendichtungen im Desmosomenbereich,
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Ankerstellen fir verschiedene Komponenten des kgletts liefern. Histophysiologisch lasst
sich sagen, dass Desmosomen den Interzellularracind verschlieen und dadurch den
parazellularen Transport nicht behindern [Junquetrtaal., 1996]. Als ein Bestandteil von
Desmosomen, zeigt Cytokeratin 8 eine vermehrte dsgiwn in adulten Nieren, im Bereich
des dicken aufsteigenden Teils der Henle-Schledfem distalen Konvolut und im
Sammelrohr [G. Mark Xu et. al., 2001].

Verschiedene Arbeiten zeigen ein physiologischeskdmmen von CK 8 im dicken
aufsteigenden Ast der Henle-Schleife. Da in meidarsuch diese Proteinverdnderungen in
der Kontrollgruppe nicht festzustellen waren, vetenich, dass die CK 8 Expression durch
induzierte Stresssituation, beispielsweise durah Idkubation mit hypoosmolare L&sung
hervorgerufen wurde.

Studien von Sun et. al., 2002 und G. Mark et. 2001,ergaben ein besonders hohes
Vorkommen von CK 8 in normalen adulten Nieren imb@e der distalen Halfte des
Nephrons, da dort die Verbindungen zwischen dethelmlen Zellen schwacher ausgebildet
sind. In diesem Segment lasst sich trotz des eehdlasmotischen Stresses nur eine
eingeschrankte parazellulare Leitung vorfinden.

Es ist bekannt, dass ein gut ausgebildetes Netzvaerkntermediaren Filamenten die Zellen
vor Deformierungen aber auch vor physikalischenasmotischen Stress schiitzen sollen

[G. Mark Xu et. al., 2001].

Mit den Ergebnissen meiner Studie wird verdeutlidatss durch osmotische Veranderung in
der Zelle verschiedene Mechanismen zur Aufrechtenig der Zellstabilitat und Funktion
aktiviert werden. Es erklart sich die vermehrte eggion der Strukturproteine Vimentin und
Cytokeratin 8, die durch die unphysiologische Detgnder Zellwande und des Verlustes der

Zellkontakte ausgebildet wurden.

5.4 Bedeutung der Studie und Ausblick

Da Proteome den physiologischen oder pathologisglistand einer Zelle, eines Gewebes zu
einem bestimmten Zeitpunkt oder unter bestimmtediriggingen beschreiben, ist es sinnvoll,
die in einem spezifischen Gewebe exprimierten Rveteu untersuchen. Damit kdnnen
metabolische Veranderungen und Netzwerke der Signatuktion aufgedeckt werden.

Durch Vergleich von krankem bzw. behandeltem undsugdem Gewebe konnen

Krankheitsverlaufe verstanden und biologische Mankgssenschaftlich definiert werden

[Frauenhofer ITEM, Jahresbericht 2003].
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In dieser Arbeit wurden samtliche Ergebnisse anhameés Zellkulturmodell mit primar
kultivierten Epithelzellen der Schweineniere gewamn Dies stellt experimentell einen
einfacheren Zugang zur Versuchsdurchfiihrung undothgsentberprifung dar, als z.B. an
Organsystemen oder am Versuchstier. Allerdings tbisle die Problematik der
Ubertragbarkeit zum einen auf komplexere Systeneeaivi Organ oder Tier und zum zweiten
auf die physiologische/pathologische Situation blenschen. Obwohl die Pathophysiologie
der Schweineniere eine Ahnlichkeit zu der des Meesc aufweist, lasst sich kein
vollstandiger und gesicherter Zusammenhang stelldMiglicherweise wirde die
Untersuchung von Biopsiematerial wertvolle Hinweiseif eine Ubertragbarkeit von
Ergebnissen aus Zellkulturmodellen auf die Kranigméchanismen beim Menschen liefern
[Frauenhofer ITEM, Jahresbericht 2003]. Hierbestidsch vorstellen, dass der Nachweis von
Vimentin und Cytokeratin 8 als Markerproteine inopsieproben von Patienten mit
Salzverlusttubulopathien zur Diagnosesicherung rdig#in  konnten. Dafir mussten
Experimente in vivo durchgefuhrt werden, die jedetsch nur bedingt vertretbar sind. Ein
weiterer Ansatz konnte die Simulation der Pathojhygie des antenatalen Bartter-
Syndroms/Hyperprostaglandino-Syndroms am Tiermodell darstellen. Die Verwenduog
Furosemid am Tiermodell der Maus oder Ratte wirdé gut eignen, da durch die
Verabreichung von Furosemid Uber einen langeretraden ahnliche Symptomen, wie bei
FSLT-Patienten festzustellen sind. Ein wichtigepélg bei diesem Syndrom ist die erhdhte
renale Prostaglandinausscheidung, besonders dsm@lemdin E[Seyberth et. al. 1987]. Ein
wichtiges Enzym, welches die Synthese der Prosidgla Kkatalysiert, ist die
Cyclooxygenase. Interessanterweise wird die Cyglgerase in primar Kkultivierten
Epithelzellen der Schweineniere nach Furosemid-ikppbn bzw. unter hypoosmolaren
Bedingungen induziert und eine verstarkte Prostagiildung ist nachweisbar (persdnliche
Mitteilung Andrea Koch, Universitat Marburg). Nagthan et. al. 1998, sind Saugetierarten
wie z.B. die Maus, die Ratte oder der Mensch fahighdestens 2 Isoformen der
Cyclooxygenase, die COX 1 und die COX 2, in derr&lizu bilden. In vorausgegangenen
Studien wurde in Versuchen das Schleifendiuretilkumsemid bei einer Kontrollgruppe von
genetisch unbeeinflussten Wildtyp-Mausen, als aoueihgenetisch verdnderten Knock-out-
Mausen (COX1-/- und COX2-/-) verwendet. Diese Teral nicht fahig die Cyclooxygenase
1 und 2 zu synthetisieren. Dabei konnte beispiatavelie Beeinflussung verschiedener
Parameter wie Furosemid- und P&fonzentration im Urin, die Diurese der Tiere
(ml/kg/24h), die Konzentration der Elektrolyten Nam und Kalium im Urin, das
Trinkvolumen, die Gewichtsbilanz, das Renin im Rlas ADH im Plasma sowie die
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Proteinausscheidung im Urin nachgewiesen werden.whsle gezeigt, dass es nach
Furosemid Gabe zu einer Erhdhung der renocorticai@k2-mRNA sowie zu einem Anstieg
des COX2-Proteins in den TAL-Zellen und in der Macwensa kommt [KOmhoff
et.al.2000]. Diese Konzentrationssteigerung liel sbenfalls bei Patienten mit antenatalem
Bartter-Syndrom nachweisen. Bezugnehmend auf n#gibeit ware zu untersuchen, ob sich
in diesem Tiermodell ebenfalls Modifikationen aufoféinebene nachweisen lassen. Die
Praparation der Mauseniere zur Gewinnung der m-ZAllen der Henle-Schleife, sowie der
Proteinnachweis mittels zweidimensionaler Geletghtorese und massenspektrometrischen
Verfahren ware durchzufiuihren. Als zusatzliche Nazkmethode kdonnte die Western Blot-
Analyse verwendet werden. Es ware zu uberprifersidb in diesem Experiment, ahnlich
wie in dem o.g. Zellmodell, eine gesteigerte Sys¢heéer Proteine Vimentin und Cytokeratin
8 feststellen lasst.

Verschiedene Autoren konnten zeigen, dass beiddgeiReo sowohl separat als auch
gemeinsam in Geweben und Zellen unter verschiedpatgophysiologischen Bedingungen
ausgebildet werden [Magre G et. al., 2001; R.Kelkte al., 2002]. So wird als Reaktion auf
veranderte osmotische oder auch mechanische Sidisgbngen, mit der vermehrten
Expression der Proteine geantwortet, um den Eudedt Zellstruktur zu bewirken. Dieses
Verhalten zeigte sich in den o0.g. Forschungsbeaichind klinischen Beispielen. Es muss
jedoch erwahnt werden, dass genetische und indilleiyarietaten der Schweineniere einen
groBen Einfluss auf die Ergebnisse haben kdnnenbéhiicksichtigen sind unbekannte
Krankheiten, = Zystische = Verdnderungen, Nahrungs-  undrinkwasserzusatze,
Medikamentenapplikationen aber auch Stressreaktiond Schmerzempfindungen wéahrend
des Schlachtvorgangs. Die Praparation der Nierehalite ist ein durchaus anspruchsvoller
Arbeitsschritt, bei dem sich mégliche Kontaminagiomicht vollstandig ausschlieRen lassen.
Daher wurde versucht diese Aufarbeitung standamdidurchzufuhren.

Eine wichtige Rolle spielt die Co-Expression vonméntin und Cytokeratin 8 in der
Tumordetektion, mit einer haufig vorzufindenden difitrenzierung, einer Invasion/
Migration und metastatischen Ausbreitungen. DieebBrisse der Studie von R. Kellner et.
al.,, 2002 ergaben bei humanen-renalen-KarzinomeglRCC), die mit Hilfe der Zwei-
Dimensionalen Elektrophorese, dem Immunoblotting BEROTEOMEX analysiert wurden,
eine gemeinsame Ausbildung von CK 8 und Vimentias Werfahren wird eingesetzt zur
Identifizierung von differenziert ausgebildeten Memproteinen der Niere, die es erlauben
eine Subklassifizierung von RCC vorzunehmen unditseime friihzeitigere Diagnose dieser

Krankheit zu ermdglichen.
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Wie auch aus dem Artikel von W. Wu et. al.,, 2002eninehmen ist, lasst sich der hohe
Stellenwert der Proteomforschung in der Tumorfausch und die Anwendung in der
Aufdeckung von Tumormetastasen erkennen.

Anhand dieser Beispiele kann sicher nur ein kleimblick in die Funktion der Proteine
Vimentin und Cytokeratin 8 gegeben werden. Erstladwveitere Forschung in den nachsten
Jahren, wird man zu neuen Erkenntnissen gelangett die noch unbekannten
Proteinsequenzen aufdecken und identifizieren. Bm@teomanalyse bietet einen viel
versprechenden Weg die Proteinexpression zu einefmiatten Zeitpunkt und unter
konstanten Bedingungen quantitativ zu erfassen. kBonen die Auswirkungen von
Medikamenten und anderen Einflissen auf biologiskleEhanismen untersucht werden.
Besonders die 2-D Elektrophorese hat viele Eigeafseh, die sie fur die Proteomanalyse
geeignet machen. Durch die hohe Auflosung, kénngrzdn 10.000 Komponenten in einem
Gel getrennt werden. Mit Immobilinien in der IEFngen bestimmte pH-Bereiche gespreizt,
was den Vorteil hoherer Auflosungen in speziellelaBereichen bietet.

Des Weiteren ist die 2-D Elektrophorese mit Detenzgen kompatibel und daher fir alle
Proteine universell einsetzbar, so konnen prinktipsich hydrophobe Proteine, wie
Membranproteine aufgetrennt und durch neue Auftesdpmiken Milligramm-Mengen von
Proteinen praparativ in einem 2-D Gel verwendetdesr Nicht zu vergessen ist, dass es sich
hierbei um eine hochparallele Methode handelt, @shwerden alle Proteine zur gleichen Zeit
bearbeitet. Jedoch zeigt sich auch eine Limitatien 2-D Elektrophorese. Besonders die
anspruchsvolle technische Durchfiihrung und auchidét vollstandige Transfer der Ersten
(IEF) auf die Zweite Dimension (SDS-PAGE) birgt d&fahr von Proteinverlusten. Auch
durch die Wahl eines bestimmten pH-Bereichs, I8isét somit nur ein kleiner Ausschnitt als
Stichprobe aufzeigen und vernachlassigt somit &ndeevante Proteinverdnderungen.

Daher kdnnte ein Ansatzpunkt fir zuklnftige Arbeitdie Analyse von Proteinen in anderen
pH-Bereichen sein. Die Quantifizierung der Proteineder Gelmatrix trifft die zentrale
Aussage der Proteomanalyse. Die Proteine miss&iniiQuantifizierung angefarbt werden.
Die Farbungsintensitat ist je nach EigenschaftRleseins spezifisch, ebenso findet sich eine
Abhangigkeit von individuellen Proteinmengen. Zueiteren Analyse missen die Proteine
aus der Gelmatrix extrahiert werden, daher konneeri oder mehrere unterschiedliche
Proteine, die durch ihren ahnlichen pH-Wert auf deeh tberlagert sind, nicht als separate
Proteine aufgeschlisselt werden und somit einedfworg erschweren.

Zusatzlich ist es moglich, dass sich einige Pretaicht analysieren lassen, da schon kleinste
Variationen in den Farbebedingungen zu untersahblesh Intensitaten fihren kénnen.
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Es wird schwierig bleiben, schnell ablaufende Pseedlirekt zu beobachten, so dass sich am
gunstigsten zeitlich stabile und langdauernde Zulgtdnessen lassen. Weiterhin gestaltet sich
die Analyse von sehr niedrig exprimierten Proteiaksnproblematisch.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese MetNtiblichkeiten bietet, die
Genomanalyse, die m-RNA Messung und die klassisthechemischen Analysen, durch
eine weitere zukunftsorientierte Technik zu bereioh Moglicherweise kann man somit
Krankheitsbilder, wie das antenatale Bartter-Symdktyperprostaglandin-ESyndrom,
schneller diagnostizieren oder spezifische Proteieungen als Verlaufsparameter nutzen.
Wurden in den letzten Jahren die ersten GenomeQrganismen vollstéandig entschlisselt
und gehort die Bearbeitung weiterer Gesamtgenorhenseur Routine, befindet sich die
Proteomforschung noch in ihren Anfangen. Zu hofé&ndass dies eine Herausforderung fur

die Wissenschaft der nachsten Generation wird.
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in Halle/Saale
Europaschule Torgymnasium in HalleSa
Abitur mit der Note -gut-
Englisch 6 Jahre

Russisch 6 Jahre
Latein 4 Jahre und Kleines Latinum
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Praktika 2 Wochen Informationspraktiku
Abteilung Hormonforschung des Institutes fur
Pflanzenbiochemie, Weinberg in Halle/Saale

1995-1997 Teilnahme am Forschungsprojekt der
Martin-Luther- Universitat- Halle-Wittenberg und
der Arbeitsgemeinschatft ,Okologie* der

Europaschule Torgymnasium in Halle/Saale

09.1997- 04.1998 Freiwilliges Soziales Jahr im Altend Pflegeheim St.
Cyriaci et Antonii in Halle/Saale

Hochschulausbildung:

04.1998- 09.2000 Vorklinisches Studium der Medizan der Philipps-

Universitat Marburg

20.09.2000 Arztliche Vorprifung

10.2000- 09.2001 Klinisches Studium der Medizirdar
Philipps-Universitat Marburg

17.09.2001 Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
23.03.2004 Zweiter Abschnittrdigztlichen Priifung
04.- 11.2004 Chirurgisches und Inneres TertiaHiBLIOS-

Klinikum Erfurt

11.2004- 04.2005 Wahlfach Kinderheilkunde im Studten
Klinikum Fulda

28.04.2005 Dritter Abschnitt der Arztlichen Priidu
Abschluf3 des Medizinstudiums mit

der Note -gut-



03.05.2005

01.06.2005

Famulaturen:

02.2001- 03.2001

02.2002- 03.2002

09.2002- 10.2002

02.2003- 03.2003
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Approbation als Arztin

Arztin in Weiterbildung in der Fachalbteg Padiatrie,
im HELIOS-Kreiskrankenhaus Gotha/Ohrdruf

Krankenhaus St. Elisabeth unB&bara
Klinik fur Frauenheinde und Geburtshilfe

in Halle/ Saale

Klinikum Philipps Universitat Narg

Medizinisches Zentrum fir Kinderheilkunde
Gemeinschaftspraxis Gstottnec&sO
FA far Haut- und Geschlechtskrankheiten/

Allergologie in Halle/ Saale

Gottfried von Preyer sches Kirgleakder Stadt Wien
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