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Charakterisierung der antioxidativen Enzyme Rhodanese und
Superoxiddismutase 1 bei chronischer Niereninsuffizienz

Katharina Krueger
2. Abstract
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CKD), einschlieBlich dialysepflichtiger
Patienten (HD), weisen im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen ein deutlich
héheres Vorkommen kardiovaskularer Erkrankungen auf. Diese stellen die Haupt-
todesursache bei CKD- und HD-Patienten dar. Zugleich besteht ein Zusammenhang
zwischen der chronischen Niereninsuffizienz und erhéhtem oxidativen Stress.
Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurden in Monozyten die antioxidativ
wirkenden Proteine Rhodanese und Superoxiddismutase 1 (SOD1) in Monozyten von
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz untersucht. Die mRNA-Expression wurde
mit quantitativer Real-Time PCR, die Proteinexpression wurde mit Immunoblotting und
quantitativem In-Cell Western Assay bestimmt. Die Produktion reaktiver Sauerstoff-
radikale wurden mittels Fluoreszenz-Spektrophotometrie untersucht.
Die Expressionsstudie zur Rhodanese zeigte bei dialysepflichtigen Patienten eine
signifikant geringere  mMRNA- und Proteinexpression im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen. Zudem wiesen dialysepflichtige Patienten eine deutlich hdhere
Produktion an reaktiven Sauerstoffspezies auf. Es konnte gezeigt werden, dass eine
verminderte Rhodanese-Proteinexpression mit erhéhter mitochondrialer Superoxid-
produktion korreliert. Des weiteren konnte festgestellt werden, dass HD-Patienten mit
geringer Rhodaneseexpression eine hohere Mortalitatsrate haben als Patienten mit
hoher Expression an Rhodanese.
Fir die SOD1-Untersuchung wurden zunachst von Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz und gesunden Kontrollpersonen zweidimensionale SDS-Gele
analysiert. Diese zeigten unterschiedliche Proteinmuster bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz und gesunden Kontrollpersonen. Mittels MS/MS-Massen-
spektrometrie konnte SOD1 identifiziert werden. Durch Immunfarbung der SOD1
konnten Unterschiede in der Expression zwischen den Gruppen quantifiziert werden.
Die Proteinexpression war in HD-Patienten im Vergleich zu Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz und gesunden Kontrollpersonen signifikant verringert. Dagegen war
die SOD1-Genexpression in HD-Patienten signifikant erhdht, verglichen mit Patienten

mit chronischer Niereninsuffizienz und gesunden Kontrollpersonen. Des weiteren ergab
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die Immunfarbung der zweidimensionalen SDS-Gele fiur die SOD1 verschiedene Spots,
was auf Vorliegen unterschiedlicher SOD1 Proteinspezies schlieBen Iasst.

Im Rahmen einer weiteren Untersuchung konnte die Bedeutung der SOD1 innerhalb
der antioxidativen Abwehr dargelegt werden. Setzt man Monozyten einer erhdhten
Glucosekonzentration aus, steigt die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies signifikant
an. Setzt man das SOD1-Mimetikum Tempol zu, wird diese Zunahme blockiert. Diese
Untersuchung ergab Hinweise auf die Bedeutung der SOD1 bei Patienten mit Diabetes
mellitus und diabetischer Nephropathie.
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3. Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen sind die Hauptursache fur Morbiditat und Mortalitat bei
chronischer Niereninsuffizienz (engl. chronic kidney disease, CKD) [1,2]. Etwa 50% der
Todesfélle bei CKD-Patienten, einschlieBlich dialysepflichtiger Patienten (engl.
hemodialysis, HD) sind auf kardiovaskulare Ereignisse zurtickzufiihren [3,4]. Neben den
klassischen Risikofaktoren wie Diabetes mellitus und Bluthochdruck [5,6] werden
Entziindungsreaktionen und oxidativer Stress zunehmend mitverantwortlich gemacht
[4]. Der Begriff ,Oxidativer Stress” beschreibt das Ungleichgewicht zwischen reaktiven
Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS) und antioxidativ wirkenden
Substanzen, zugunsten der Oxidantien, infolge zunehmender ROS oder fehlender
Antioxidantien. ROS kdnnen zu Schaden und Modifikationen an DNA, Proteinen und
Membranlipiden flhren [7,8].

ROS werden vornehmlich innerhalb des mitochondrialen Elektronentransports Gber die
Multienzymkomplexe I-IV gebildet. Etwa 1-2 % des Sauerstoffs werden nicht vollstandig
reduziert und in freie Radikale umgewandelt [9]. Das antioxidative Protein Rhodanese,
auch Thiosulfat-Sulfurtransferase genannt, ist ein mitochondriales Enzym, das den
Transfer eines Schwefelatoms vom Donor auf einen thiophilen Akzeptor katalysiert [10].
Rhodanese ist teilweise in der innermitochondrialen Membran verankert und ist
Bestandteil eines Multiproteinkomplexes, der Eisen-Schwefel-Zentren (FeS-Zentren)
ausbilden kann [11]. Dieser Rhodanese-Multiproteinkomplex konnte die oxidative
Phosphorylierung regulieren. Rhodanese enthalt vier Sulfhydrylgruppen, die den
Transfer von Schwefelatomen auf die FeS-enthaltenen Multienzymkomplexe I-III der
Elektronentransportkette bewirken. Eine reduzierte Proteinexpression kdnnte zu einer
verminderten Regulation dieser FeS-Proteine fliihren und die Zunahme an ROS zur
Folge haben [12-14]. Rhodanese kann zudem als Thioredoxinoxidase wirken und auf
diesem Wege an der Beseitigung von ROS beteiligt sein [10]. AuBerdem ist Rhodanese
fir die Entgiftung von Cyaniden verantwortlich [15].

Neben dem mitochondrialen Ursprung, kénnen ROS durch den respiratorischen Burst
seitens Makrophagen und Monozyten entstehen [5]. Ihre physiologische Funktion ist die
Abwehr von Pathogenen mittels Ausschittung reaktiver Sauerstoffradikale wie den
Superoxiden (O2), Hydroxylradikalen (OH) sowie Wasserstoffperoxid (H-O.) und
Stickstoffmonoxid (NO) [16]. Unter physiologischen Konditionen werden ROS von
kérpereigenen antioxidativen Enzymen beseitigt. Dazu zahlen unter anderem

Superoxiddismutase (Dismutation von O2" zu H20,), Katalase und Glutathionperoxidase
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(Reduktion H2O2 zu H20). Die zytosolische Superoxiddismutase (SOD1) tragt in ihrem
katalytischen Zentrum die Redoxmetalle Cu und Zn, welche die Dismutation vom
Superoxidanion zu H>O, erméglichen. Die Familie der SOD ist in erster Linie fir die
Abwehr der ROS verantwortlich, denn die hoch reaktiven Superoxide stellen die
Primérstufe fir weitere Radikale und oxidativ wirkende Komponenten dar [17,18].
Monozyten sind fur die Untersuchung der Zusammenhange zwischen oxidativem Stress
und Entziindungsvorgangen als Risikofaktor der kardiovaskularen Morbiditat bei CKD-
Patienten sehr interessant. Sie setzen selbst innerhalb der Immunabwehr ROS frei.
Monozyten sind auf diese Weise an der Entstehung arteriosklerotischer Plaques
beteiligt und fihren zu einem Anstieg an Arterioskleroseerkrankungen bei chronischer
Niereninsuffizienz [19-21].

4, Zielstellung

Das gemeinsame Ziel der Untersuchungen von Rhodanese und Superoxiddismutase 1
bei chronischer Niereninsuffizienz bestand darin, die Gen- und Proteinexpression bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, einschlieBlich hemodialysepflichtiger
Patienten zu charakterisieren und mit gesunden Kontrollpersonen zu vergleichen.

Des weiteren sollte gezeigt werden, inwieweit Veranderungen der Rhodanese- bzw.
SOD1-Expression mit der mitochondrialen bzw. intrazellularen ROS-Produktion in
Zusammenhang stehen und ob diese Veranderungen zu einer Erhéhung der

Mortalitatsrate beitragen.
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5. Methoden

5.1. Patienten und Untersuchungsmaterial

Fir die Charakterisierung der Gen- und Proteinexpression beider Proteine wurden
Hamodialysepatienten (HD), Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CKD) und
gesunde Kontrollpersonen untersucht und gegenibergestellt.

Aus Blutproben der Probanden wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation und unter
Verwendung superparamagnetischer Partikel Monozyten isoliert.

Die Untersuchungsreihen sind durch die zusténdige Ethikkommission der Charité -
Universitatsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin geprift und genehmigt worden.
Eine schriftliche Zustimmung aller Patienten lag vor.

5.2. 2D-Gelelektrophorese und MS/MS-Massenspektrometrie

Die zu untersuchenden Zellsuspensionen wurden pelletiert, in Lysepuffer homogenisiert
und anschlieBend abzentrifugiert. Der Proteingehalt im Uberstand wurde nach der
Bradfordmethode bestimmt. In der zweidimensionalen Gelelektrophorese (2DE) wurden
zunachst wahrend der isolektrischen Fokussierung (erste Dimension) die Gesamt-
proteine der Zelllysate gemaR ihrer isoelekirischen Punkte im elektrischen Feld auf-
getrennt. In der sich anschlieBenden SDS-PAGE (zweite Dimension) erfolgte dann die
Auftrennung der Proteine ihrer GroBe nach. Das Anfarben der Gele mit Silber zeigte die
fur die 2DE typischen Proteinmuster. Ausgewahlte Proteinspots konnten ausgeschnitten
und tryptisch gespalten werden. Die so erhaltenen Peptidfragmente wurden mit der
MS/MS-Massenspektrometrie untersucht und unter anderem SOD1 mittels Mascot-
Datenbanksuche identifiziert. In der Publikation 2 ist die zweidimensionale
Gelelektrophorese, einschlieBlich erster und zweiter Dimension und die MS/MS-

Massenspektrometrie detailliert beschrieben.

5.3. Proteinexpression - SDS-PAGE, Western Blot und In-Cell Western Assay
Die Spezifitat der verwendeten primaren Antikérper wurde zunachst in einer SDS-PAGE
mit anschlieBendem Western Blot nachgewiesen (siehe dazu Publikationen 1 und 2).
FOr die Quantifizierung der Proteinexpressionen von Rhodanese und SOD1 in den
Patientenproben wurde der In-Cell Western Assay angewendet. Er beruht auf
demselben Nachweisprinzip wie der konventionelle Western Blot, jedoch direkt in der
Zelle.
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Nach Permeabilisierung der Zellen und Absattigen unspezifischer Bindungsstellen
wurden die Proben mit den primaren und den fluoreszenzfarbstoffgekoppelten
sekundaren Antikérpern inkubiert. Um die Patientenproben miteinander vergleichen zu
kénnen, wurden parallel neben Rhodanese oder SOD1 auch die Referenzproteine
GAPDH oder B-Actin untersucht. Die jeweils verwendeten primaren und sekundaren
Antikérper sind in den Publikationen 1 und 2 aufgelistet. Ungebundene Antikdrper
wurden Uber mehrere Waschschritte entfernt. AnschlieBend konnten zu untersuchendes
Protein und Referenzprotein parallel bei Emissionswellenlangen von 700 nm und 800
nm und Extensionswellenlangen von 680 nm und 780 nm mit dem Odyssey infrared
imaging System (LI-COR Biosciences, Lincoln, USA) vermessen werden. Die Protein-
expression wurde aus den gemessenen Fluoreszenzintensitaten als Quotient aus zu

untersuchendem Protein und Referenzprotein ermittelt.

5.4. Genexpression - Real-Time PCR

Mit Hilfe kommerzieller Kits wurde aus den Zellsuspensionen RNA isoliert, diese
anschlieBend transkribiert und in der Real-Time PCR amplifiziert. Die verwendeten
Primer und PCR-Bedingungen sind in den Publikationen 1 und 2 aufgelistet.

Die quantitative Real-Time PCR wurde mit dem LightCycler 2.0 (Roche® Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) durchgefihrt. Die Genexpression berechnete sich aus dem
Quotienten von untersuchtem Protein und Referenzprotein unter Berlicksichtigung der

Effizienzkorrektur und Normierung auf einen Kalibrator (nach Roche®).

5.5. Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies

Der Nachweis intrazellularer ROS erfolgte mit 2°, 7*-Dichlorodihydrofluoresceindiazetat
(Ho.DCF-DA). Die Messung der mitochondrialen ROS wurde mittels MitoSOX™ Red
mitochondrial superoxide indicator (Invitrogen GmbH, Darmstadt, Deutschland)
bestimmt. Die Oxidation des jeweiligen Farbstoffes durch ROS bzw. Superoxide flhrt zu
einem messbaren Fluoreszenzprodukt, dessen Fluoreszenz proportional der Menge an
ROS bzw. Superoxiden ist. Details kébnnen in den Publikationen 1 und 3 nachgelesen

werden.
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5.6. Statistik

Bei der deskriptiven Statistik sind die Daten als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwertes angegeben. Der Datenvergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem
Mann-Whitney-Test durchgefihrt. Der Vergleich der Daten bei mehr als zwei Gruppen
erfolgte mittels Varianzanalyse (Analysis of Variance, ANOVA) mit Bonferronis multiple
comparison post-hoc Test. Alle durchgefiihrten Tests waren zweiseitig. Als statistisch
signifikant wurde im zweiseitigen Test eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05
definiert. Die Uberlebenszeitanalysen wurden nach der Kaplan-Meier-Methode erstellt
und statistisch mit dem logrank (Mantel-Cox)-Test ausgewertet. Um Zusammenhéange
zwischen verschiedenen Daten zu beschreiben, wurde die lineare Regressionsanalyse
verwendet. Sowohl Auswertung als auch die graphische Darstellung der Daten wurde
mit Hilfe des statistischen Computerprogramms GraphPad PRISM 5.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, USA) durchgefihrt.

6. Ergebnisse

6.1. Charakterisierung der Rhodanese in Monozyten

6.1.1. Quantitative Bestimmung von Rhodanese auf Protein- und mRNA-Ebene
Flr die Rhodanese-Proteinexpressionsstudie wurde eine Gruppe dialysepflichtiger
Patienten mit einer aus gesunden Kontrollpersonen bestehenden Gruppe verglichen.
Die Proteinexpression der Rhodanese, normalisiert auf die Expression des Referenz-
proteins GAPDH, ist in Dialysepatienten signifikant geringer als in gesunden Kontroll-
personen (0,39+0,01; n=37 vs. 0,43%0,02; n=21; p<0,05 fir Mann-Whitney-Test,
Abb.1A).
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Abb.1A. Rhodanese-Proteinexpression in Monozyten, normalisiert auf die Proteinexpression von GAPDH.
Dialysepflichtige Patienten (HD, schwarze S&ule, n=37) und gesunde Kontrollpesonen (Control, weiBe Saule, n=21).
*p<0,05 fur Mann-Whitney-Test. 1B. Darstellung Rhodanese-Genexpression in Monozyten, normalisiert auf die
Genexpression von GAPDH. Dialysepflichtige Patienten (HD, schwarze Saule, n=62) und gesunde Kontrollpersonen
(Control, weiBe Saule, n=40). ***p<0,0001 fir Mann-Whitney-Test.
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FOr die Genexpressionsanalyse wurde die mRNA-Expression von Rhodanese, unter
Berucksichtigung der Effizienzkorrektur und Normierung auf einen Kalibrator auf die
Expression des Referenzgens GAPDH normalisiert. Dialysepflichtige Patienten zeigten
eine signifikant niedrigere mMRNA-Expression der Rhodanese als gesunde Kontroll-
personen (12,77+1,06; n=62 vs. 25,11+2,69; n=40; p<0,001 fir Mann-Whitney-Test,
Abb.1B).

6.1.2. Rhodaneseexpression und mitochondriale ROS-Bildung

Aufgrund der Annahme, dass eine verminderte Rhodaneseexpression mit erhéhtem
oxidativen Stress bei dialysepflichtigen Patienten assoziiert, wurde die Produktion von
reaktiven Sauerstoffradikalen in den Mitochondrien mittels Fluoreszenz-Spektro-
photometrie bestimmt. Parallel wurde die Rhodaneseexpression untersucht. Es konnte
eine signifikante Korrelation zwischen der mitochondrialen Superoxidproduktion und der
Rhodaneseexpression bei HD-Patienten gezeigt werden (n=20, r’=0,36, p<0,01,
Abb.2A).
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Abb.2A. Mitochondriale Superoxidproduktion (normalisiert auf den Proteingehalt der Probe) und Rhodanese-
expression in Monozyten (normalisiert auf die GAPDH-Proteinexpression). n=20, r2=0,36, Linearregression.
2B. Dialysepatienten wurden gemé&fB ihrer Rhodanese-mRNA-Expression in zwei Teilgruppen, Rhodanese-
expression gréBer als der Median der Gesamtgruppe (geflllte Kreise) und Rhodaneseexpression kleiner als der
Median (offene Kreise) aufgeteilt. *p<0,05 flr logrank (Mantel-Cox)-Test.

6.1.3. Rhodaneseexpression und Mortalitat bei Dialysepatienten

Fur die Uberlebenszeitanalysen wurden die dialysepflichtigen Patienten entsprechend
ihrer Rhodaneseexpression in die beiden Gruppen ,<Median“ und ,>Median“ eingeteilt.
Der Vergleich beider Uberlebenszeitkurven ergab eine Hazard-Ratio von 2,22 (95 %
Konfidenzintervall: 1,04-10,45), die das Risikoverhéltnis zwischen den beiden
Patientengruppen angibt. Das Mortalitatsrisiko in Dialysepatienten mit geringer Rho-
daneseexpression ist um den Faktor 2,22 erhdht, verglichen mit HD-Patienten mit
hohem Expressionsniveau. Es konnte gezeigt werden, dass die Uberlebenszeit-

9



Publikationspromotion Katharina Krueger

wahrscheinlichkeit in der Patientengruppe mit geringer Expression signifikant verringert
ist (p<0,05 fir Mantel-Cox-Test, Abb.2B).

6.2. Charakterisierung der SOD1 in Monozyten

6.2.1. Voruntersuchungen

Unter Verwendung von zweidimensionaler Gelelektrophorese (2DE) und Silberfarbung
wurden im Vorfeld Proteinmuster von HD-Patienten, Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz und gesunden Kontrollpersonen erstellt, die sich in den Farb-
intensitaten einzelner Proteine unterschieden. Unter anderem konnte eines mit Hilfe der
MS/MS-Massenspektrometrie als SOD1 identifiziert werden. Ferner konnte SOD1 im
Immunoblot innerhalb dieses Proteinmusters nachgewiesen werden. Nachfolgend sind
fir Probanden aller drei Gruppen 2DE-Gele geblottet und SOD1 im Immunoblot
bestimmt worden. Die Immunfarbung der SOD1 zeigte fur alle Proben ein &hnliches
Muster von 6 Spots, deren Intensitaten ausgemessen wurden (Abb.3A). Da Spot 2
jeweils die héchste Immunfluoreszenz aufwies, wurde dieser zwischen den drei Grup-
pen verglichen (Abb.3B). Die Kontrollgruppe (23731731, n=3) zeigte eine signifikant
héhere SOD1-Proteinexpression als Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
(1307+177, n=6) und dialysepflichtige Patienten (645+231, n=3, p<0.0001 fir ANOVA).

Control CKD HD a
: ‘_' : g 4000,
’ > bl
$ 0 . . 8 £ 3000 T
C C
D S
Lo 3 2 2000
S - 3
. 0405 6 ¥ : EN:
: 'S 8 1000/
. 2 i ¥ - v >
T e : HE N |
A g, . B — Control CKD HD

Abb.3A. SOD1-Immunfarbung der Membranen der geblotteten 2DE-Gele von dialysepflichtigen Patienten (HD),
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CKD) und gesunden Kontrollpersonen (Control). Die Immunférbung der
SOD1 zeigt in allen Ansatzen ein Proteinmuster von 6 Spots (rot eingekreist) 3B. Immunofluoreszenz des Spot 2 in
arbitrary units fir HD-Patienten (schwarze S&ule, n=3), CKD-Patienten (graue S&ule, n=6) und gesunde
Kontrollpersonen (Control, weife Saule, n=3). ***p<0,0001 fir ANOVA.

6.2.2. Quantitative Bestimmung von SOD1 auf Protein- und mRNA-Ebene
Zur Validierung der in den Voruntersuchungen erhaltenen Ergebnisse wurden weitere
HD-Patienten, Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und gesunde Kontroll-

personen im In-Cell Western Assay hinsichtlich ihrer SOD1-Proteinexpression

10
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quantitativ untersucht. Dazu wurde die Proteinexpression von SOD1 auf die Expression
des Referenzproteins B-Actin normalisiert. SOD1 ist von dialysepflichtigen Patienten
(27,2+2,8; n=56) signifikant weniger exprimiert worden, verglichen mit Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz (34,3%2,8; n=148) und gesunden Kontrollpersonen
(48,018,6; n=20; p<0,05 fir ANOVA; Abb.4A).
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Abb.4A. SOD1-Proteinexpression in Monozyten, normalisiert auf die Proteinexpression von 3-Actin. Dialysepflichtige
Patienten (HD, schwarze S&ule, n=56), Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CKD, graue Saule, n=148) und
gesunde Kontrollpersonen (Control, weiBe Saule, n=20). *p<0,05 fir ANOVA. 4B. SOD1-Genexpression in
Monozyten, normalisiert auf die Genexpression von B-Actin. Dialysepflichtige Patienten (HD, schwarze S&ule, n=60),
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (CKD, graue Saule, n=133) und gesunde Kontrollpersonen (Control,
weiBe Saule, n=19). ***p<0,0001 fir ANOVA.

Die Untersuchungen zur SOD1-Genexpression wurden mittels quantitativer Real-Time
PCR durchgefihrt. Die SOD1-mRNA-Expression wurde auf die Genexpression der
Referenz (-Actin, unter Bertcksichtigung der Effizienzkorrektur und Normierung auf
einen Kalibrator normalisiert.

Die SOD1-Genexpression in Monozyten ist in dialysepflichtigen Patienten (17,8+2,3;
n=60) signifikant héher als bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz (9,0+0,7;
n=133) und Kontrollpersonen (5,5+1,0; n=19; p<0.0001 fir ANOVA; Abb.4B).

6.2.3. Wirkung von Tempol (SOD-Mimetikum) auf die Bildung von ROS

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz weisen erhéhten oxidativen Stress infolge
einer UberméaBigen Produktion von ROS oder einer verminderten antioxidativen Abwehr
auf. Die Bedeutsamkeit der SOD innerhalb der Antioxidantien liegt in der Beseitigung
der primaren ROS, den Superoxidanionen.

Im Rahmen einer Studie zu oxidativem Stress bei Hyperglykdmie, einer typischen
Komorbiditat bei niereninsuffizienten Patienten, wurde die Bedeutung der SOD auf-
gezeigt. Monozyten wurden einer erhéhten Glucosekonzentration ausgesetzt (30 mM
Glucose, HG) und als Kotrollversuch unter physiologischen Bedingungen (5,6 mM
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Glucose, Control) inkubiert. Die Produktion von ROS in den Zellen wurde jeweils zum
Zeitpunkt Null und nach 90 Minuten Inkubation mittels Fluoreszenz-Spektrophotometrie
gemessen (Abb.5). Wahrend unter physiologischen Konditionen nach 90 minutiger
Inkubation keine Zunahme an ROS im Vergleich zur Nullpunktmessung zu verzeichnen
war, stieg die Bildung von ROS bei erhéhter Glucosekonzentration im Vergleich zur
Kontrolle fast um das Doppelte an (von 1,01+0,01 auf 1,84+0,17, p<0,01). Werden
dagegen Monozyten mit 100 uM Tempol vorinkubiert, was einer Erhéhung an SOD-
Aktivitdt entspricht, und sie anschlieBend einer erhdhten Glucosekonzentration
ausgesetzt, gibt es nach 90 Minuten keinen signifikanten Anstieg an ROS im Vergleich
zur Kontrolle (0,78+0,07 vs. 1,01£0,01, n.s.).

*k

25
2.0
1.5,

1.01
0.5

ROS (arbitrary units

0 ‘
Base- Control HG Tempol+
line HG

Abb.5. Intrazellulare ROS-Produktion in Monozyten. Messung zum Zeitpunkt Null (weiBe Saule) und die Messung
nach 90 min Inkubation (schwarze Saulen) mit 5,6 mM Glucose (physiologisch, Control), mit 30 mM Gilucose
(hyperglykadmisch, HG) und Pra-Inkubation mit 100 pM Tempol (TMP+HG). **p<0,01 fiir Mann-Whitney-Test.

7. Diskussion

7.1. Rhodaneseexpression bei chronischer Niereninsuffizienz

Die in den Mitochondrien lokalisierte Rhodanese, auch als Thiosulfat-Sulfurtransferase
bezeichnet, katalysiert den Transfer von Schwefelatomen. Eine ihrer Funktionen liegt
daher in der Entgiftung von Cyaniden, indem sie ein Schwefelatom vom Thiosulfat auf
Cyanid transferiert, wobei das weniger toxische Thiocyanat entsteht [15]. Rhodanese ist
beteiligt an der Bildung von Eisen-Schwefel-Proteinen und gilt als Schwefeldonator far
Glutathion und Thioredoxin [10,22].

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Dialysepatienten hinsichtlich ihrer Rhodanese-
expression untersucht. Sowohl die mRNA- als auch die Proteinexpression von
Rhodanese sind in diesen Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen stark vermindert.
Im Rahmen einer Muskelatrophie-Studie an Mausen untersuchten Lecker und Kollegen
unter anderem sieben mitochondriale, zum Elektronentransport gehérende Proteine bei
Uramie. In allen Fallen konnte eine Down-Regulation der mRNA-Expression
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nachgewiesen werden [23]. Auch Rhodanese ist Bestandteil der mitochondrialen
Eletronentransportkette und wurde unter urdmischen Bedingungen (Niereninsuffizienz)
untersucht. Auch hier ist eine Abnahme der mRNA-Expression gezeigt worden.

Uber Expressionsstudien zur Rhodanese in humanen Zellen sowie deren Regulations-
mechanismen liegen keine vergleichbaren Forschungsergebnisse vor.

Studien an Bakterienstdmmen haben gezeigt, dass die Expression des Rhodanese-
Homologen einem Regulationsmechanismus zur Peroxidabwehr unterliegt, der durch
oxidativen Stress induziert wird [24]. Untersuchungen an Hefen und humanen Zellen
weisen darauf hin, dass ROS die Aktivitat verschiedener Transkriptionsfaktoren in den
Mitochondrien und somit auch die Regulation mitochondrialer Proteine beeinflusst
[25,26].

Eine Verminderung der Rhodaneseexpression auf Proteinebene ist einerseits die Folge
der in der vorliegenden Arbeit festgestellten verringerten Genexpression. Zusatzlich
kénnen uramiebedingte Risikofaktoren dazu beitragen. Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz zeigen nachweislich erhdhten oxidativen Stress. Die Oxidation von
Rhodanese durch ROS hat strukturelle und funktionelle Auswirkungen, die letztlich zu
Konformationsédnderungen und Proteininaktivierung fihren. In vitro kdnnen diese
Effekte durch die Zugabe von Kaliumcyanid (KCN) potenziert werden, indem intra-
molekulare Disulfidbriicken ausgebildet werden, die zu strukturellen Anderungen im
Protein fihren kénnen [27,28]. In dialysepflichtigen Patienten ist die Cyanidkonzen-
tration signifikant erhéht [29], die folglich zu vermehrter Proteindegradation fihren kann.
Des weiteren konnte in vitro gezeigt werden, dass eine Reaktivierung der Rhodanese
tber Chaperone (Hitzeschockproteine, Hsp) erreicht wird. Diese verhindern eine
irreversible Inaktivierung und Aggregation des Enzyms und ermoglichen die korrekte
Faltung des Proteins in seine native Struktur [30]. Verschiedene Forschungsgruppen
stellten unter anderem eine verminderte Hsp72-Stressantwort in Monozyten bei
chronischer Niereninsuffizienz fest [31-33]. Ein Defizit dieser Proteine kdnnte zu einer
unzureichenden Faltung der Rhodanese in seine aktive Form und folglich vermehrt zu
Proteinaggregationen fihren. Beide Gegebenheiten kbnnten zur verminderten
Proteinexpression beitragen.

Desweiteren ist Rhodanese beteiligt an der Bereitstellung der FeS-Zentren fir Enzyme
des mitochondrialen Elektronentransports und kénnte dadurch auf dessen Regulation
Einfluss nehmen. Eine Reduktion der Rhodaneseexpression kann eine verminderte
Verfugbarkeit der FeS-Zentren und infolgedessen eine verringerte Ausbildung der FeS-
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Proteine (Komplex | und Ill) in der Elektronentransportkette bewirken. Die Folge ist eine
Anhaufung an zu transportierenden Elekironen, welche die Bildung von Superoxiden
verstarkt. Zudem kann Rhodanese als Thioredoxin-Oxidase wirken, indem sie die
direkte Oxidation von reduziertem Thioredoxin durch ROS katalysiert [10]. Auch hier
hétte eine verringerte Proteinexpression eine Anreicherung von ROS zur Folge.

Die vorliegende Untersuchung der mitochondrialen ROS und zugleich der Protein-
expression bei Dialysepatienten hat gezeigt, dass eine verminderte Rhodanese-
expression mit einem Anstieg mitochondrialer ROS korreliert.

Die Uberlebenszeitanalyse bei dialysepflichtigen Patienten ergab, dass Patienten mit
geringer Rhodaneseexpression eine verkiirzte Uberlebenszeit aufwiesen. Versuche an
bakteriellen Rhodanese-Null-Mutanten zeigen deutlich, wie essentiell Rhodanese flr
den Schutz vor oxidativen Ereignissen ist [24].

Eine massive Produktion an mitochondrialer ROS, zum Beispiel infolge verminderter
Rhodaneseexpression fihrt zu Schaden an Proteinen und Nukleinsauren, die zum
einen zu Defekten der oxidativen Phosphorylierung und folglich zu Zellverlust und Zell-
tod fuhren kdnnen [34] und zum anderen mit Alterungsprozessen und kardiovaskularen

Erkrankungen in Verbindung gebracht werden.

7.2. SOD1-Expression bei chronischer Niereninsuffizienz

Die Familie der SOD katalysiert die Umwandlung der Superoxidanionen, aus denen
weitere freie Radikale entstehen kdénnen. Daher wird der SOD in der antioxidativen
Abwehr freier Sauerstoffradikale eine groBe Bedeutung beigemessen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte dies veranschaulicht werden. Setzt man Monozyten
einer erhdhten Glucosekonzentration aus, steigt der oxidative Stress infolge zuneh-
mender ROS in den Zellen an. Eine Vorinkubation der Zellen mit dem SOD-Mimetikum
Tempol verhindert diese ROS-Zunahme, indem es wie die SOD selbst Superoxid-
anionen abfangt. Diabetes mellitus-Patienten zeigen nachweislich erh6hten oxidativen
Stress auf. Zugleich wird Diabetes mellitus als bedeutender klassischer Risikofaktor flr
die Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen bei chronischer Niereninsuffizienz
angesehen [35].

Die hier vorgelegte Untersuchungsreihe zur SOD1 zeigte eine deutliche Abnahme der
Proteinexpression in niereninsuffizienten und dialysepflichtigen Patienten, im Vergleich
zu gesunden Kontrollpersonen. Erste Analysen von SOD1-Proteinspots auf 2DE-Gelen
zeigten sowohl fur dialysepflichtige als auch fir chronisch niereninsuffiziente Patienten
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ohne Nierenersatztherapie eine Reduktion des Proteins. Die Tatsache, dass die
Proteinexpression in beiden Gruppen vermindert ist, lasst vermuten, dass dieser Effekt
eher auf eine beeintrachtigte Nierenfunktion als auf die Dialysebehandlung zurtckzu-
fihren ist.

Des weiteren konnten durch Anwendung der 2DE-Technik verschiedene Proteinspezies
der SOD1 in humanen Monozyten identifiziert werden. Die Immunférbung der Mem-
branen mit einem spezifischen SOD1-Antikérper ergab ein Muster, bestehend aus 6
immunoreaktiven Spots (Spots 1-6). Ein &hnliches Proteinmuster konnten Choi und
Kollegen far ihre Untersuchungen an humanem Hirngewebe zeigen [36]. Die Protein-
spots 1-3 der hier vorliegenden Befunde lassen sich dem Muster von Choi et al. (Spots
pl 5.7-6.3) zuordnen. Die Spots 4-6 scheinen ahnliche isoelektrische Punkte (pl) zu
haben, wie die Spots 1-3, nur weisen sie je ein kleineres Molekulargewicht auf. Ferner
konnte Choi eine SOD1-Proteinspezies mit einem pl von 5.0 nachweisen, die sich in der
vorliegenden Untersuchung in Monozyten unter Verwendung der ausgewahlten Anti-
kérper nicht detektieren lie. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass in Monozyten
weitere Proteinspezies der SOD1 existent sind.

Die Proteinmuster zwischen den untersuchten Gruppen waren im wesentlich identisch.
Far weitere Untersuchungen sollten Methoden der Proteinfraktionierung und Protein-
anreicherung Anwendung finden, um post-translationale Modifikationen am Protein
SOD1 zu identifizieren [37].

Aufgrund ihrer Bedeutung in der antioxidativen Abwehr, kann die Abnahme der SOD1-
Proteinexpression erhebliche Folgen haben. Der Tempol-Versuch zeigt im Umkehr-
schluss, dass bei verminderter SOD1-Expression die Produktion an ROS in Monozyten
ansteigt. Durch ein geschwéachtes antioxidatives Abwehrsystem entsteht oxidativer
Stress, der mit Arteriosklerose und kardiovaskuldrer Mortalitdt bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz in Verbindung steht [5,38]. Die Gruppen um Yilmaz und
Zwolinska konnten in dieser Patientengruppe verminderte SOD1-Aktivitdten in roten
Blutzellen nachweisen [6,39]. Didion und Kollegen konnten zeigen, dass eine normale
SOD1-Expression endotheliale Funktionen vor oxidativem Stress schitzt und ein
Mangel an SOD1 in heterozygoten CuZnSOD(+/-)- Mausen zu einem Anstieg an
Superoxiden in den BlutgefaBen und verstarkt zu vaskularer Dysfunktion flhrt [40]. Die
Lebensspanne SOD1-defizienter CuZnSOD(-/-)-Mause ist wesentlich verkirzt [41].
Proteine und deren unterschiedliche Proteinspezies kénnen in ihrer Expression durch
ein breites Spektrum an Mechanismen reguliert werden [42,43]. Dazu zahlen unter
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anderem transkriptionale Regulation und Regulation der mRNA-Stabilitat, translationale
Regulation und Proteindegradation sowie die funktionelle Regulation via post-
translationale proteolytische Prozesse und kovalente Modifikationen und Protein-
Protein-Interaktionen [43].

Die Untersuchung der SOD1-Genexpression in der vorliegenden Arbeit zeigt, dass die
mRNA-Expression in chronisch niereninsuffizienten und dialysepflichtigen Patienten
gegenuber Kontrollpersonen erhdht ist. Park konnte in seiner Arbeit zeigen, dass die
Transkription humaner SOD1 Uber Response-Elemente reguliert wird und diese durch
oxidativen Stress aktiviert werden [44]. Da erhéhter oxidativer Stress in HD- und CKD-
Patienten sehr gut dokumentiert ist, l1&sst sich die Zunahme des Transkriptionsniveaus
fir SOD1 in nierengeschadigten Patienten dadurch begriinden [4].

Obwohl die Genexpression in beiden Gruppen erhéht ist, zeigen beide eine deutliche
Verminderung der Proteinexpression, infolge verringerter Proteintranslation oder
erhdéhter Proteindegradation. Die Kombination aus gesteigerter Geneexpression und
verringerter Proteinexpression konnten auch andere Gruppen flr die post-transkriptio-
nale Regulation unterschiedlichster Proteine belegen [45-47].

In der chronischen Niereninsuffizienz tragen die Faktoren Uramie und oxidativer Stress
erheblich zur erhéhten Proteindegradation bei. Bei Alzheimer- und Parkinson-Erkran-
kungen wurden oxidative Modifikationen durch Carbonylierung am SOD1-Protein nach-
gewiesen [36]. Die Uramietoxine Glyoxal und Methylglyoxal sind in der Lage, SOD1
durch Glucosylierungen zu modifizieren [48-50]. Uramie I&sst sich unter anderem durch
erhéhte Proteinglycosylierungen charakterisieren, die in Proteinaggregation und Ab-
nahme der Proteinmenge resultieren.

Aufgrund der Bedeutung der SOD-Familie in der antioxidativen Abwehr von reaktiven
Sauerstoffspezies, wurde die SOD1-Expression in chronisch nierenkranken Patienten
untersucht. Die Proteinexpression ist in dieser Patientengruppe im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen stark vermindert, was eine verstarkte Produktion an ROS
zur Folge hat und somit zu erhéhtem oxidativen Stress beitragt.
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8. Zusammenfassung

Die vorliegenden Untersuchungen an Rhodanese und SOD1 haben gezeigt, dass bei
Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz, einschlieBlich Dialysepatienten,
Veranderungen in der Expression von antioxidativen Proteinen auftreten. Sowohl
Rhodanese als auch SOD1 werden in Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz
signifikant weniger exprimiert, was eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen
Oxidantien und Antioxidantien zugunsten der oxidativen Enzyme bewirkt. Die
Expressionsanalyse der Rhodanese hat anschaulich gezeigt, dass eine Abnahme der
Expression mit der Zunahme an ROS sowie verkirzter Lebenszeit der Patienten
korreliert.

Die hier vorgelegten 2DE-Untersuchungen der SOD1 geben Hinweise auf das
Vorkommen mehrerer Proteinspezies der SOD1, die durch post-translationale
Modifikationen entstanden sein kénnen.

Die bisherigen Ergebnisse dienen als Grundlage fir weitere Untersuchungsreihen, die
letztlich zu einem besseren Verstandnis fir die Entstehung des oxidativen Stress bei

Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz fiuhren sollen.
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Proteinexpression und eine Steigerung der reaktiven Sauerstoffradikale aufweisen.
Uberlebenszeit-Analysen ergaben, dass Hamodialysepatienten mit niedrigen
Rhodanese-Transkripten eine gesteigerte Mortalitat zeigen.

Der Anteil von Frau Krueger an dieser Arbeit ist mit mindestens 90% einzustufen.

Publikation 2

Scholze A., Krueger K, Diedrich M, Rath C, Torges A, Jankowski J, Maier A, Thilo F,
Zidek W, Tepel M. Superoxide dismutase type 1 in monocytes of chronic kidney disease
patients. Amino acids 2011;41(2):427-38

Impact factor 3.877

Diese Arbeit beschreibt die Veranderungen der Expression der Superoxiddismutase
Typ 1 bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz und gesunden Kontrollpersonen.
Die Untersuchungen umfassten unter anderem die zweidimensionale

Gelelektrophorese und Massenspektrometrie, Immunoblots, den quantitativen In-Cell
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Western Assay und Real-Time PCR. Frau Krueger hat mitgewirkt bei der Vorbereitung
und Durchfihrung der 2D-Gelelektrophrese sowie der MS/MS-Massenspektrometrie.
Sie hat die Untersuchungen mittels Immunoblot etabliert und durchgefihrt. Dariiber
hinaus hat sie die Bedingungen fur PCR und In-Cell Western Assay etabliert und die
Studie mit durchgefiihrt. Der Anteil von Frau Krueger an dieser Arbeit liegt bei 40%.
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Wuensch T, Thilo F, Krueger K, Scholze A, Ristow M, Tepel M. High glucose-induced
oxidative stress increases transient receptor potential (TRP) channel expression in
human monocytes. Diabetes 2010;59:844-849.

Impact factor 8.398

Diese Arbeit beschreibt die Veranderungen von Transient Receptor Potential Kanélen in
Monozyten durch hohe Konzentrationen von Glucose, wie sie z.B. bei Diabetes mellitus
auftreten. Durch die Verédnderungen an den Kanélen erklart sich mdglicherweise eine
gesteigerte Aktivitat der Monozyten bei diesen Patienten, was schlieBlich zur
gesteigerten Atherosklerose fuhrt. Frau Krueger hat die Untersuchung der TRP-Kanale
mittels Western Blot und Immunféarbung durchgefihrt. Zudem hat sie an Messungen
freier Sauerstoffspezies sowie an Messungen intrazellularer Kalziumkonzentrationen in
Monozyten mittels Fluoreszenzfarbstoffen mitgewirkt. Der Anteil von Frau Krueger an

dieser Arbeit ist mit 40% einzustufen.

Frau Krueger ist an weiteren Publikationen beteiligt, indem sie weitere molekular-
biologische und proteinbiochemische Untersuchungen etabliert und durchgefihrt hat.
Sie hat in der Zellkultur mitgewirkt und hat beispielsweise Transfektionsversuche mit
siRNA durchgefihrt.

Unterschrift
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12. Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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